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EL estudiO' que tengO' el honor de someter a la benevolencia de la Real Academia de Medicina de Barcelona representa el frutO' de tres años 
largos de trabajo, dedicados a la experimentación y cultivo de la rama 
de la Medicina que constituye mi especialidad: la Bacteriología. 
Estos experimentos no fueron planeados COn fines especulativos, sino por el 
deseo de perfeccionar ,conocimientos y técnkas,en el acogedor ambiente de dos 
organismos que tienen honda tradición en la vida científica de nuestra patria. 
Si he decidido concur,rir mn mi m.odesto esfuerzo al premio creado por 
el Dr. VISA TUBAu, ha sidO' impulsad.o por dos razones. La primera, porque la 
experiencia adquirida ,en estos añO's de pl1eparación y la índole de mis investi-
gaciones gravitan de pleno sobl1e las pl1emisas que regulan lO's mecanismos in-
munitarios de la infección. La segunda, porque considerO' un deber, que es 
para mí gratísima consigna, el de f.ormar como soldad.o en las brillantes filas 
de la escuela inmunológica catalana cuyas efemérides tan ligadas están con la 
pr.o,pia historia de nuestra Real Academia de Medicina, TURRÓ, DALMAU, GO'N-
ZÁLEZ) DO'MINGO', SO'LER DO'~FF, DURAN REYNALS ... 
y al nombrar al ganador del primer premiO' VISA TUBAu,cúmpleme dedi-
car un recuerdO' a este compañero ejemplar que legó su fortuna en estímulo 
al traba jo, después de una vida dedicada Ipor c01ll¡pleto al ejercicio práctico de 
nuestra profesión. 
'*' '*' '*' 
Bacterias, virus filtrables" protozoos, metazoos y hongos son agentes vivos 
susceptibles de provocar infecciones en el organismo. 
Según LIEBERMEISTER, a éstos agentes vivos, con capacidad patógena ,para 
el organismo, hay que considerarlos desde el punto de vista de su acción tóxica, 
de cuerpo ,extraño y en virtud de cicIos de desarrollo. 
Entre el individuo parasitado y el parásito, una verdadera lucha parece 
establecerse, en la que el macroorganismo pone en marcha sus medios de de-
fensa y, por el contrariO', el microorganismO' todos sus medios de ataque. 
Con la iIIl¡plantación de los gérmenes y su d;esarrollo en los tejidos del hués-
ped, tenemos constituída la infección, la que podrá ir seguida O' nO' de enfer-
medad, para lo 'cual es necesario que el agente morboso dé lugar a reacción 
orgánica. 
Vemos pues, que ,en el concepto de enfermedad infecciosa debemos estu-
diar por una parte la acción del agente patógeno y por otra parte la ~eacción 
del O'rganismo frente al mismO'. 
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Un hecho inter1esante, ,como ,afirma WOHLFEIL, es la capacidad fermentativa 
de las bacterias y su repercusión en el organismo infectado. Las bacterias ela-
boran diastasas capaces de atacar la materia viva del organismo en que se 
implantan. 
DERNBY y WALBUM ya supusieron que la acción tóxica bacteriana se debe-
ría a la acción plOteásica de las ba,cterias sobre las albúminas, con la consecu-
tiva formación de productos intermedios del catabolismo proteico. 
Las bacterias pueden reproducirse viviendo a expensas del medio qu¡'! in-
fectamn, y decir que en ,este medio pueden reproducirse es lo mismo que decir 
que sus diastasas han de atacar la materia ambi'ente ·con que se nutren, hasta 
hacerla asimilable, ya que los organismos unicelulares, como los más complejos, 
no pueden tampoco nutrirse, sino a condición de transformar la materia ex-
traña en apropiable. 
Como afirmaron ROSENTHAL y PATAY, debía existir una estrecha relación 
entre la virulencia de las bacteria·s y su actividad proteáska, encontrando que 
los ,estreptococos y estafilococos virulentos producían rápidamente peptona. 
La idea de virulencia ha de estar sometida al !pmblema de la in~ecciosidad 
de las bacterias, la cual dependería en gran parte de la actividad de los mi-
crobios d,entro del organismo vivo. Realmente muchas veces la virulencia no ha 
de ir paralela al proceso proteolítico intraorgánico de los microbios. ¿ Qué en-
tendemos por virulencia? Consideramos como virulencia de un germen, a la 
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Gt,pacidad agresiva total de las bacterias, que incluso. puede conducir a la 
muerte dd animal invadido., :siendo, para FELTON) correlativa con la propi,edad 
de un micrO'O'rganismo de multiplicaDse en el tejido. vivo de un animal. 
En el conoepto de virulencia hay que tener en cuenta la adaptación del 
germen a un organismo determinado. por pases sucesivos; casi siemtPre se pro-
duce de esta manera un aumento. de virulencia para la .especie que sirve de 
experimento. 
Como ha demostrado. IBÁÑEz GONZÁLEZ, es posible llegar a exaltar la viru-
lencia del neumococo hasta tal punto, que un sólo. germen basta para matar 
a un ratón de 18-.:¡0 gr. en .veinticuatro-cuarenta y ocho horas, y que mante-
niéndolo a este nivel, el germen recién ,pasado, mata con la misma regularidad 
en tiempo y dosis, como si se tratase de una toxina de potencia estabilizada. 
La asociación al germen de mucina gástrica (MILLER), es capaz de exaltar 
la virulencia de gérmenes, incluso de po.der patógeno escaso para los animales 
de exp.erimentación. Utilizando la vía intraperitoneal, se produce una parali-
zación de las defensas orgánicas locales, pudiendo. el germen, alcanzando. la 
corriente sanguínea, llegar a matar por septicemia. 
El estreptococO' viru~ento para ·el hombre y pa'ra el ratón o. ·conejo adquiere 
una virulencia enorme .por pases sucesivos a través del ratón o del conejo, y si 
se hacen pases cruzados, adquiere virulencia para el animal nuevo,~n tanto 
la pierde para el anterior, desconociéndo.se el por qué y el cómo de este J)e-
.nómeno. 
Es un hechO' demostrado que durante las epidemias la virulencia del agen-
te causal Va aumentando. 
Pronto. ,se descubrió que muchas bacterias patógenas .producían substancias 
venenosas, toxinas, las que absonbidas por el o.rganismo afecto, dan lugar a 
lesiones especiale.s según el ,caso y a una .sinto.matología.característica de la en-
fermedad infecciosa de que se trate. 
Las toxinas son productos de elaboración vital, es decir que sO'n substan-
·cias químicas engendradas por organismos vivos. 
A las bacteriotoxinas se las divide en dos clases: a) toxinas solubles, o. sea 
las engendradas por las bacterias en los medios de cultivo O' en los tejidos, 
.conservando la integridad ba,cteriana; b) lasendotoxinas, las cuales nO' difun-
·den a través ¿'e la céLula bacteriana y que sólo quedan en libertad previa desin-
tegración del ouenpo microbianO'. 
Las exotoxinas son substancias de elevada toxicidad, mínimas cantidades 
de las mismas son capaoes de producir sínto.mas violentos y hasta la muerte de 
los animaIes. 
Las toxinas necesitan fijarse para a,ctuar y esta fijadón es selectiva. Con 
'esta propiedad queremos indicar que las toxinas introducidas en el organismo, 
para producir sus efectos Sle encaminan a ciertas células en las que se fijan; se 
comprende fácilmente que si las toxinas se diluyeran y fijaran pO'r todo el or-
ganismo, la propO'rción 'que de ellas actuaría sobre cada una de las ,células del 
mismo sería infinitamente pequeña en aquellos casos en que sólo se inyecc 
tara la dosis mínima tóxica de esas toxinas; perO' nO' sucede así, sino que cada 
toxina introducida en el organismo. se encamina y fija en ciertas células, espe-
cialmente ,en las nerviosas y aun se distribuye por un número limitado de ellas, 
,de aquí que la proporción en que a·ctúan ,es relativament'e mayor. 
La mayoría de las toxinals (no todas) tienen la ,propiedad de no provocar 
sus efectos 'en el o.rganismo en que son inyectadas hasta que ha transcurrido 
<Cierto tiempo, muy marcado en la aCl:uación de ciertas toxinas, como. la diftérica 
y la tetánica. 
Se explica este fenómeno porque la 3icción de las toxinas depende de varios 
factores: a) de la fijación de la toxina en el protoplasma celülar y b) de la 
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actuación de di.cha tOoxina ,en el protoplasma, y como además 'las toxinas para 
llegar a fijarse y después reaccionar con la célula, caminan por los dlindroejes 
de las neuronas hasta llegar a estas mismas, de todo esto se de,duce fácilmente 
que la;¡ toxinas no producirán sus efectos tóxicos inmediatamente de introdu-
cidas en el o~ganismo. Este hecho hizo que en un principio se definieran las 
toxinas por esta pro,piedad, pero esta manera de >consi,derar las toexinas es erró-
nea, pues hay toxinas que producen sus efectos inmediatamente después de in-
yectadas; taL ocurre con ciertas tOoxinas hemolíticas. 
Las toxinas son muy aábiles, es decir, se alteran fácilmente pOor determi--
nadas influencias, ya de orden físico, ya ,de orden químico. 
En louanto a la naturaleza d,e lasexotoxinals se las ha considerado de la 
misma naturaleza que los fermentos y de éstos se sabe que algunos no sOon de fió 
naturaleza proteica y hasta pueden actuar sin estar mezclados con dichas subs- • 
tancials. En primer lugar, las toxinas son coloides y además se asemejan a los. 
prótidos por estas dos características: las toxinas son molléculas muy comple-
jas, desintegrándose por los fermentos digestivos, alSÍ la toxina diftéri,ca y l~ 
tetáni1ca pueden ser ingeridas Ipor vía gástrica, 'sin experimentar accidentes, ,a, 
no ser que en el tubo digestivo haya heridas o lesiones que dejen la mUCOlSa • 
al descubierto; las toxinas son moléculas muy cOlI\pleja's. 
Las agresinas de BAIL son substancias segregadas por las bacterias y que se-
rían las causantes de la rápida invasión del organismo por aquellas. Actual-
mente esta concepción no es aceptada, y si por virulencia entendemos la pro-
piedad invasora y de;strulctiva de los tejidOos por las bacterias, vemos .que in-
tervienen diversos factores: unOoS ,destruyendo a las células rojas, hemolisina,s; 
otros con acciones sobl'e las células blancas, leucocidinas. Coagulasas, fibrinoli-, 
sinas y el factor de difusión, descrito por DuRÁN-REYNALS. 
El ,¡poder hemolíti.co puede ser puesto de manifiesto in vitro, añadi,endo 
glóbulos rojos lavados al filtrado del cultivo del germen que estudiamolS. Ade-
más ,de hemolisinas filtrabks, tenemos también las hemolisinas producidas por 
ciertas bacterias, cuando son sembradalS en un medio de base de agar-,sangre. 
Parece ser que el proceso hemolítico es difel'ente, según se trate de hemo-
lisina fi:ltrable, o bien !del fenómeno observado en las ,placas de sangre. 
Además, existen gérmenescapace.s de producir a esta última dase de he-
molisina, y sin embargo, no dan lugar a hemolisinas filtrables. 
En el estreptococo y ,estafilococo parece que la virulencia va vinculada aL 
poder hemolítico. Sin em_bargo, no va paralela la formación de hemOolisis y vi-
rulencia de los gérmenes, los hay saprofitos que también la producen. 
Estr~ptococos, estafilococos y neumococos producen una substancia que 
mata a los leucocitos y a veces produce la lisis 00 destruoción de los mismos .. 
En la toxina estafilocócÍca, GLENNY y STEVENS han individualizado y des-
crito dos factores tóxicos independientes: el que r,educe a 37° Ila hemolisis de 
los glóbulos rojos del ¡conejo y menos intensamente de los de cordero y la to-
xina ~ sin acción sobre los glóbulos del cOonejo, hemoliza los de carnero_ 
WRIGHT identifica la leucocidina de NEISSER y WECHSBERG con h hemolisina 
IX PANTON y VALENTINE) experimentando >con leucocitos humanos ,en vez de los 
de conejo, des;criben una leucocidina dif,erente de la hemolisina oc. 
Según los experimentos de PROOM se pueden diferenciar dos leucocidinas: 
una (de NEIS SER y WECHSBERG) acompaña a la hemolisina 0:::, la otra leucoci-
dina de PANTON y V ALENTINE) es inde,pendien te del con tenido en hemolisina OC 
y puede ser medida por el método bioscópico de NEIS SER y WECHSBERG. En los 
preparadoscoloreadOtS la morfología de los leucocitos aparece completamente 
destruída por la acción del faCtoif de PANTON y VALENTINE) mi,entras que la 
leucocidina de NEISSER y WECHSBERG determinaría una degeneración del 
núcleo de la célula, aa cual conserva sus iContornos intactos. . 
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La importancia de las l-eucocidinas en la vi-rulencia de las bacterias, es to-
·davía obscura. De todas maneras, destruyendo a los leucocito,s, disminuyen, por 
consiguiente, las defensas del individuo. 
La propiedad de disolver 100s ¡coágulos de sangre, va vinculada a la forma-
ción por las bacterias de fibrolisina, que va asociada con la vi-rulencia y par-
ticularmente oon la facultad del germen ¡para invadir 10,s tejidos. 
Podemos atribuir a la formación de fibrolisina por los estreptococos, a.a 
-ea,paiCidad invasiva dentro la virulencia que presentan estos microorganismos. 
Algunas cepas patógenas de estafilooocos. poseen ;una substancia activa, pro-
.bablemente una enzima, conocida con el nombl"'e decoagulasa, que, junto con 
un fa-ctor q.ue ¡se halla presente en los sueros de algunos animal-es, produce la 
coagulación del fibrinógeno. 
Es bien marcada la correlación entre la patogenidad. de algunos estafilo-
-cocos y su capacidad de producir coagulasa. 
Ciertas baicterias producen enzimas con pro,piedad de hidrolizar el ácido 
hialurónico, el cual forma Iparte de la substancia intercelular de va:rios tejidos. 
La permeabilidad de los tejidos ,es aumentada por la acción del factor de difu-
sión, de.scrito por DURÁN-REYNALs. Se encontró una relación entre la ·enzima 
hial uronidasa y el factor de difusión. 
De los cultivos en ¡caldo de 24 horas, de ,estreptococos ,capsulados, KENDALL 
.aisló un polisacári,do, que fué identificado'como ácido hialurónico. 
Según MAC CLEAN> las cápsulas que apa:recen ya a las dos hora¡sen los 
-cultivos en ,caldo, desaparecen a las 3-6 horas; esta dest-ruoción ,es debida a la 
preseIllcia de la enzima hialuronidasa. 
La producción de hiavuronidasa parece ser una ~ropiedad de varias bac-
.teriais patógenas, que presentan un notable poder invasor. 
Hay una relación mar-cadaentl"'ela posesión del factm- de DURÁN.,REYNALS 
y la virrulencia. 
El ácido hialurónico, formado a base de alcetil glucosamina y áicido glu-
.courónico, es el substrato de la hialuronidasa. 
Existen, además, otros factores -como .el hipo térmico del bacilo disentériiCo 
-de SHIGA, la necrotoxina producida por ciertas cepas de estafi10cocos, etc. 
Mecanismos defensivos 
Lo1s medios de defensa con que ,cuenta el organismo para defenderse de la 
:acción nociva de los agentes infectivo·s, podemos clasificarlos en inespecíficos 
y específicos. . 
Medios generales inespecíficos: a) integridad anatómica; b) pedecto fisio-
logismo. 
a) Se comprenderá que estos medios defensivos comienzan a actuar desde 
la puesta en contacto entre el germen y el organismo; así tenemos la integri-
,dad de la piel ~soluciones mínimas de continuidad son brechas uti1izadas~ la 
constante descamación de epitelios, qruearrastra a los gérmenes. Las se;crelCÍo-
nes sebácea y sudoral, re! manto ácido, que por unaooncentración hidro-
.geniónica baja, impide el desarrollo o mata a los gérmenes que a él llegaron. El 
barrido por la secreciones lagrimal-es ° mucosas nasal y hronquial, junto con el 
funcionamiento de las pestañas vibrátiles, de sus células flegeladas. El ,engloba-
miento ;por los elementos ,celulares fagocitarios que en la diapédesis inflamato-
ria o cong-estiva actúan. La -existencia de la lisozima lagrimal .Y na-sal (FLE-
MING), la substancia bacteriostática de la saliva (DoLD), el antagonismo micro, 
biano entre los saprofitos normale,s de mucosas y cavidades (estreptococo y me-
ningococo), etc. 
Las modificaciones que determinados gé:rmenes imprimen en los medios 
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donde se encuentran (bacilo de DODERLEIN en secreción vaginal) tienen un 
papel preponderant,e defensivo. 
Insistimos en estos hechoiS por el interés ¡práctico profiláctico y curativo 
que tienen, y por tantO', que hay que respetar y nO' alterar con medicaciO'nes 
inoportunas. 
Los otros mecanismos defensivos son ya espedfiiCOs propios de Icada caso, 
infectivo, de ,pl'edominiO'ce1uIa,r unO's, humoral otrO's, pero al final son preci-
samente en las células donde se originan. 
NO' entramos por ser conocido, en el estudio del poder neutralizante en 
el suero, de las antitO'xinas frente a las toxinas, que fué ,perfectamente llevado 
a cabo por EHRLICH. Ni en las l'eaociones de aglutinaóón y precipitación, ,así 
mmo tampocO' ,en el estudiO' del factor lítico, ni en el estudio de las, opsoninas 
de WRlGHT y baicter.iotropinas de NEuFELD, todo ello perfectamente conoci-
do hoy. 
Debe considerarse como atributo de la especie y como cualidad individual, 
a la variable combinación ,de la sensibilidad y la resistencia, com0' co.mp0'rta-
mient0' wmplejo del malCToorganismO' frente a la a,cción de los micro.o.rga-
nismos. 
Desde el punto. de vista biológico, la intección debe cO'nsiderarse comO' un 
caso ,particular de parasitismo. La r,eacóón inmunitaria del macro.organismo, 
viene ,cuando el parásitO' en su evdlución se ha rada¡ptadO' y se multiphca en el 
huésped. 
Considerando la transmisión natural de la infección, vemos como hay cier-
tas enfermedades infeccio.sas ·exclusivas de cierta,s especie animales (cólera de 
las gallinas, pestepordna, eec.). La es,carlatina, bl,enorragia, enfermedades hu-
manas, n0' las padecen los animales, ,es decir, éstos So.n refractados, siéndO'lo en 
cambiO' el· ¡hombre frente a'l cólera de las gallinas y a la peste aviar. 
Este estado. de resistencia constitucio.nal es un atributo de la especie, que 
n0' se modifica durante la evolución ontogenétitca; es una condición geno.típica 
he.mditaria. 
La gallina, normalmente refractaria al .carbunco, se hace receptible al mis-
mo si es sumergida enagua fría (PASTEUR y colabo.radores). Vem0's, pues, que' 
esta resistencia natural puede ser vencida mediante ciertos artificios. 
El ayuno haJce perder también la refra,ctibilidad de las gallinas pa;ra d 
carbunco (CANALIS y MORPURGO). 
La sensibilidad a la infección y &u relación con una mala nutrición ha lle-
gad0' a tener un considerable interés wn el descubrimiento de lo.s factores ali-
mentkios accesorios ('vitaminas), co.n el consiguiente ·estudio de las enfermeda-
de.s por carencia. La imp0'rtanda de la vitamina A, cual facto.r de resistencia,. 
ha sido. demostrado en algunos animales y para algunas infecciones. LASSEN 
demostró la importancia de esta vitamina en la resistencia de la rata frente 
a una .salm0'nella. Como demostró también LAS SEN, debe llegarse .a derto grado 
de avitaminosis para que se produzca un descenso de la resistencia. 
En los niños, la ,carencia de la vitamina C facilita frecuentemente los 
'procesos de infección ,cutánea, bro.nco¡pulmonar v de las vías urinarias. 
La falta de alimentación adecuada y principalmente una ,carencia vitamí-
nka, pro.ducen alteracio.nes en la composición del protoplasma celular, en los 
humores y en la compleja actividad de las células como consecuencia de dis-
turbios y aheracio.nes dd metabolismo. 
Otro factor que interviene en la resistencia ae lo,s organismos frente a los,· 
agentes infectiv0's., es la fatiga. 
La rata blanca, por ejemplo., es r.esistente al antrads, pero. después de un. 
ejercicio intenso del animal, éste se vuelv·e su.sceJ>tible a ~a infeoción. 
• 
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No podemos dudar del ,efecto benefióoso del reposo en d tratamiento de 
las enfermedades infecciosas. 
La inmunidad natural de raza que se observa fácilmente en ciertos ani-
mal'es como en los carneros argelinos, refractarios al carbunco, no es fácil de 
admitir en el hombre. 
Se ha dicho que algunas r,azas humanas son inmunes para ,ciertas enfe,r-
medades, I}>ero 'parece ser que esto no es cilerto, que :si bien esas razas no pa-
,decen algunasenfermdades, es Iporque viven en circunstancias o ,condiciones 
especia'les, que las libran de padecerlas, tanto que si los individuos de estas 
razas ,cambian de condiciones de vida o de localidad, llegan a sufrir estas en-
fermedades, a las que se consideraban inmunes. 
Para estableoer la diferencia entre inmunidad natural y la adquirida, el 
,conoepto de la primera se establece diciendo: {(Aquella que existe espontánea 
y naturalmente, sin enfermedad anterior de igual naturaleza y sin vacuna-
ción artificial». Ahora bien, examinando esta definición, al ,parecer tan simpJe, 
se ve que es muy ,difí,cil ver si un individuo ha padecido o no una determi-
nada enfermedad, pues muy bien pudo sufrirla en su niñ,ez o pubertad, sin 
que fuera ;reconocida, o existir mínimos contagios que den lugar a la infec-
dón, pero no a la enfermedad, y que terminan por la inmunización. 
La inmunidad adquirida podemos definirla oomo la inmunidad obtenida 
a consecuencia de haber :padecido una infecóón o una inoculación de gérme-
nes o toxinas, ,res/pecto a las ,cuales se obtiene la inmunidad, o Ipor la intro-
,ducción en el organismo del sujeto que se quier,e inmunizar, de ciertas ~mbs­
tancias protectoras o defensivas. 
La inmunidad en general es, pues, unae,spedal manera de ;reaccionar un 
,organismo a la introducción de un agente patógeno. Esta manera de reaocio-
nar se refiere a un aumento de la resistencia del organismo frent,e a dicho ger-
men o agente. En la inmunidad adquirida el individuo llega a reaccionar de 
esa manera defensiva en virtud de ciertas modificaciones que experimenta el 
prqpio organismo. 
En b inmunidad natural el organismo tiene por sí, sin necesidad de &U-
frir modifi.caóones, esa prqpiedad defensiva contra los gérmenes o sus pro-
ducto.s que penetren. 
AhO'ra bien, la inmunidad natural no es absoluta, no forzosamente ha de 
persistir siempr,e, sino que por el contrario, el individuo inmune naturalmente, 
puede ¡perder su inmunidad en ciertas circunstancias, como hemos visto antes, 
,es decir, cuando sobre él actúan causas que disminuyen sus defensas. 
La inmuni,dad natural no es potestad de antkuerpos, especiales, es debida 
a la compleja actividad 'celular y humoral. 
La inmunidad adquirida es causada por anticuerpos específicos, formados en 
el ,Qurso de una reacción inmunitaria, y como ,cO'nsecuencia de un proceso onto-
génico individual de carácter ,específico. 
Vemos, pues, que con el 'conta,cto intensivo del organismo ,con el agente 
patógeno, tiene lugar una respulesta de aquel, que se traduce en la producción 
,de anticuerpos específicos, capaces de combinarse con el microorganismo invasor 
o sus ¡productos. 
Con la formación de anticuerpos, ose presenta un aumento de las globulinas 
,como manifestaóón de la altera,ción estructural que sufrlCll las proteínas séricas. 
Precipitación, ultracentúfugación, ultrafiltración, electroforesis, ete., son pro-
,cedimientos usados para la investigación de lüs componentes séricos. 
El problema de ,la igualdad de peso molecular en diversas proteínas, que 
no pueden seT separadas poOr el métodO' de la ultracentrifugaci6n,es resuelto 
por TISELIUS 'con el prooeder de la electroforesis, separando tres cOIIl¡ponentes 
globulínkos: oc, ~ y KENDALL diferencia también tres globulinas; oc, ~ y y AB-
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DERHALDEN, por otro ¡procedimiento distinto a los usados pm los autores an-
terio res, lleg.a a idéntica conclusión. 
En los diagramas electrotoréticos puede obs,ervarse un <!Jumento de la glo-
bulina y y en los sueros inmunes, especialmente en los sueros antimicrobi,anos; 
en los antitóxkos, enes¡pecial en el suero antitetánicO', aparece un nuevo com-
ponente. el T, llamado así por SCHEER, WICKOFF"y CLARKE. 
Por estos procedimi'entos se llega a la <conclusión de la naturaIeza globu-
línica del anticuerpo. 
Ahora bien, la síntesis por los elementos del retículo-endotelio y linfocitos. 
de la globulina ,específica, que permite al organismo defenderse al ser invadido, 
0' bien si se t,rata de una globuhna alterada químicamente o que posca un 
grupo molecular especial, son 'problemas todavía obs'curos y :abiertos a la in-
v,estigaóón. 
En la infección intervienen, <corno J1:emos visto, el germen causal y el orga-
nismo, el primerO' con su acción que se traduce por la presencia de lesiones 
más o menos específicas; ,en cuanto ,al segundo 0' macroorganismo, reacciona 
frente a la acción del germen, dando luga,r a la destrucción del mismo y al 
establecimiento de una inmunidad más o menos maI'cad'a. 
Pero a ve,ces la inf,ecóón s,e traduce ;por la instauración en el macroorga-
nismo de un estado de hipersensibilidad para ,con el germen o sus productos, 
queriendo indicar con esto una reacción alterada del organismo frente a una 
nueva puesta ,en cO'ntacto con .el germen ,causaL. 
El término «alergia», introducido por Von PIRQUET, significa reactividad 
modificada o alterada. 
Von PIRQUET observó que ,en la vacunación antivarióhca, la evolución 
que la vacunación sufre en ,el organismo en la 'primera vacunación, es distinta 
a la seguida "en la revacuna'CÍón. 
Anteriormente, KOCH había ya descritO' el fenómeno que lleva su nom-
bre: los cobayas infectados con bacilos tuberculosos Ipresenta1)an una reactibi-
lidad modificada al ser reinoculados nuevamente, al cabo de cierto tiempo. 
También se ha demostrado que la respuesta del cavia frente a una inyec-
ción de tuberculina era distinta, según el cavia estuviera o no tub¡erculizado. 
En la infección y la inmunidad es muy importante el factor alergia, aler-
gia a los gérmenes o a sus productos. 
Se puede considerar la alergia a la infección ,corno un estadO' de inmuni-
dad' parcial, ,cO'mo también de sensibilidad aumentada. 
Los microorganismos ,con sus propiedades particulares y las mü,difica'CÍones 
que ,provocan en el organimo, üenen que estar en nelación con las substancias 
constitutivas de las bacterias, las cuales, aisladas de su substrato figurado, pro-
vocan transformaciones humorales, tr:aducidas por la presencia de anticuerpo.s. 
Con ,el estudiO' físico-químko de los antígenos bacterianos, podernos acla-
rar en ¡parte la causalidad de la virulencia de los microbios junto con el deter-
minismo de los síndromes infecciosos y de los ,procesos de inmunizaóón. 
Generalidades sobre antígenos y haptenos 
Se consideraba désde el punto de vista inmunológico a las células tisula, 
res y microbianas y a los humores, como entidades, las cuales .si s'e inyectaban 
a los animales de eXJperimentación, daban lugar a la formación de unas subs-
tancias llamadas anti'cuer:pos, substandas ,capaces d'e reaccionar con aquellas 
que fueron inyectadas y que dieron lugar a su formaóón. Pronto veremos 
cuán lejos ,está esto de la realidad. 
¿ Qué ,entendemos por antígeno? El término antígeno se emplea para de-
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signar- todas aquellos cuerpos o suhstancias que introducidas en el organismo 
de un animal dan lugar a la formación de ciertos ,productos de reac.ción espe-
cífica, que, como hemos visto antes, se denominan anticuerpos. 
Como antígenos se consideraban, en un principio y de una manera tajan-
te, a las substancias proteicas, ¡y aun entre ella/s, .a las que en su constitución 
química intervienen aminoácidos con núcleo aromáüco. 
La complejidad de la estructura molecubr de las proteínas es, indispensa-
ble para la función antigenica; por debajo de un peso moleéula,r, las albúmi-
nas no son antigénicas. Es por esto que los productos finales de la disgrega-
ción de la albúmina, polipéptidos sencillos y aminoácidos, no poseen .cualida-
des antigénkas. 
ABDERHALDEN y KAMPF) experimentando con diferentes polipéptidos, han 
vi.sto que los más simples de éstos no producen ningún anlÍ'cuel1po, al paso 
que los polipéptidos de estructura más compleja, como un decapéptido, la 
l-leucin-octoglicil-glicina, funciona 'como un verdaderO' antígeno. 
MORGAN y PARTRIDGE reconstruyen un antígeno completO' combinando· 
el polipéptido del bacilo de SHIGA con el polisacárido del bacilo tífico. 
Se ve en este ,casO' que el que determina la especifidad es el polisacárido, 
mientras que c el poder :antígeno es conferido ¡por el polipé,ptido que no puede 
reemplazarse. 
Desde el 'punto de vista de composlclOn biológi'ca de las albúminas, hay 
que considerar una espei:ifidad de origen y otras de constitución. Con la pri-
mera, indicamos que las albúminas procedentes de una especie animal difie-
ren de todas las demás que integran organismos de especies zoológkas dis-
tintas. 
La especifidad de constitución expr;esa que las substancias albuminoideas, 
procedentes de una misma especie animal, difieren según el órgano de que 
forman parte. 
Las albúminas son tanto más 'antigénkas cuanto máis ,extrañas y más hete-
rólogas sean para el animal inyectado. Es decir, un organismo animal rea.cciO-
nará ¡produciendo ,anticuel1poscuando 'Penetren en su organismo albúminas de 
especie animal diferent,e y tanto mejor, cuanto más distantes se encuentren 
ambos en la escala zoológka. 
En cambio, no actuarán ,como antígenos, la administración de proteínas 
de los distintos órganos o tejidos de la misma eSlpecie animal. Hay, sin embar-
go, una ,exoepción: las albúminas extraídas del cristalino son antigénicas inyec-
tadas en el mismo animal, en el que determinan la formación de anticuerpo 
del tipo habitual, demostr,ando así que el cristalino es un órgano aislado y 
semiexduído del todo orgánico (UHLENHUT), ya que el suero precipitante ob-
tenido .como respuesta al antígeno albúmina del cristalino de una especie, es 
c<~paz de pr'ecipitar in vÍtro a las albúminas procedentes de cristalinos de dis-
tintas eSlPecies zoológicas. 
En los inmusueros vemos, ¡pues, que la e9J)'ecificidad no es absoluta. El anti-
suero 'contra la calseÍna de un animal, además de reaccionar con ésta, lo hace 
con la caseína de otras especies animales. 
¿Cómo explicar estos hechos? Se admitió que entre ,especies vecinas, al 
parentesco morfológioo se superponía un parentesco químko. 
TURRÓ ,consideraba que los microorganilsmos, los humores o las células ti-
sulares, debían ser mirados, en el estudio de la inmunidad, no como entidades 
biológidas globales e indivisibles, sino como .complejos o mezclas de elementos 
antigénicos diversos. 
De la misma man,era, un antisuero nO' posee un solO' anticuerpo, sino tan· 
tos como antígenos posee la substancia inyectada. 
NICOLLE dió a conocer ,ent1onces su teoría del mosaico antigénico. Según 
ANALES DE MEDlf;INA Y CIRUGIA Vol. XXVII. - N.o 57 
este autor, los mkroo,rganismos, lascéluMas, ·contienen varios elementos antigé-
nicos diferentes y que .alguno de ellos se encuentra en algún otro micro'Orga-
nismo. 
Se <Creía ,entonces que un mismo factor antigénico estaba limitado a espe-
des muy vecinas. 
Hoy sabemos que hay coexistencia de antígenos comunes, incluso entre 
seres pertenecientes a distintos reinos. 
OBERMAYER y PrcK (1906) demuestran que La introducción ,en la molécula 
proteica de ciertos cuerpos o, grupos químicos, N02 ó de un elemento halo-
genado" yodo, Iporejemplo, son ICaJpaces de modificar la especifidadantigénica 
de la proteína. Esta así modificada, actúa como, un antígeno ,específico dis-
tinto, y su introducción en el organismo da lugar al corn~spondieme anti-
cuerpo, aun en el animal de que procede la proteína, anticuerpo que a su 
Vez reacciona con proteínas de distinta especie animal, que se encuentra en 
idénticas condiciones de modificación química. 
LANDSTEINER, mediante la esterifi'cación, la metilación y acetilación, altera 
también la especifidad inmunológica de las proteínas. Así, IporejelI\plo, aceti-
Jando suero de caballo, obtiene un antígeno que, inyectado al conejo, produce 
unos anticuel1pos frente a esta albúmina acetilada, pero también frente a albú-
minas acetiladas de distintas eSlpecies animales, pero ,en ,cambio, no reacciona 
frente a las albúminas del suero de 'caballo normal, ,es decir, no acetiladas. 
El proceso de acetilación priva al suero de caballo de ,especifidad de ori-
gen 'y le -confiere una nueva especifidad de naturalez.a estructural. 
Numerosos experimentos de LANDSTEINER, en los que hace reaccio,nar un 
.gran número de di azoicos- aromáticos sobre las proteína¡s del suero, aquellas 
moléculas se fijan sobre las :6unciones fenólicas (tirosina 'e histidina) de las pro-
teínas. 
Todos estos diazoicos reaccionan entonces de la misma manera con las 
proteínas, y se admite que los nuevoscom,plejos formados, «las azoprot:eínas» 
.no difieren ,entre ellas más que en la naturaleza de la molécula aromática 
introducida en las proteínas. 
Estos compllejoscontinúan si,endo solubles y conservan íntegramente su 
poder antigénic'O. 
Inmunizando, conejos, aquel autor observó: l.0 Todos los prot,eídos tratados 
por -el mismo diazoico, reacci'Onan ,con el suero' del conejo inmunizado con el 
azoproteído homólogo; 2.° Los proteídos, tratados por diversos diazoicos-, no 
reaccionan ,con los 'sueros inmunes frente a una proteína tratada por un dia-
.zoico diferente. 
LANDSTEINER llega a la conclusiÓn de que existen substancias él las que 
da el nombre de haptenos, substancias que por sí solas son incapaces de des-
pertar la formación de anticuerpo,s, ,pero. dotada's de la pro¡piedad: de modifi-
car la especifidad de la prot'CÍna ,empleada como antígeno y funcionarenton-
-ces como elementos que reaccionan después, in vitro, con las substancias gene· 
radas in vivo, 
El antíg,eno. heterogenético de FORSSMANN constituY1e un ,ejemplo típico. 
Este antígeno está contenido en ciertos órganos animales, y éstos órganos o sus 
extracto.s acuosos producen hemolisinas anti-cordero, en los animales inyecta-
dos. El extracto alcohólico de estos mismos órganos no produce anticuerpos 
.in vivo, pero fija d complemento, pres,ente del anticuerpo específico" 
En el extracto alcohólico existiría sólo el gru,po especifico del antígeno, 
que en los órganos y ,en sus ,extractos acUOSos estaría unido a proteína~ y sólo 
en esta forma puede dar lugar a la fo,rmación de anticuerpos. 
Las investigaciones posterior,es fueron demostrando que los lipoides ex-
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traídos de células sanguíneas, del suero o de los ·órganos, no funcionan como 
antígenos. 
KURT MEYER demuestra que la fracción insoluble en la acetona, soluble 
en el alcohol, de li¡poides extraídos de tenias, no s'Ün antigénicos, pero absor-
ben el complemento en presencia del suero de portadores de estos helmintos 
o del suer'Ü de animales a los cuales se les ha in'Üculado el extracto aGUOSO del 
" parásito. 
MEYER, PETROFF, BOQUET y NEGRE han comprobado que los lipoides ex-
traídos del bacilo de KOCH fijan el compl,emento frente al suero de tubercu-
losos. 
No está totalmente definid'Ü que los lipoides en estado de pureza fundo-
,~ nen como antígenos completos. 
e LANDSTEINER habí.a demostrado que, mezclando. los lipo.ides del antígeno 
de FORSSMANN mn suero de cerdo, desarrollaban len el conejo hemolisinas para 
los glóbulos r'Üjos de cordero. 
GONZÁLEZ y ARMANGUÉ, en el primer Congreso de Microbiólogos, celebra-
do en París ·en 1931, pr.esentan un trabajo en el que demuestran a produc-
ción de hemolisinas activas para los glóbulos rojos de carnero, utilizando. como· 
antígeno lipoides absorbidos po.r kaolin. 
Según estos .autores, en la capacidad que tiene un antígeno para desper-
tar la formación de anticuerpos intervi,ene además del volumen, forma mo.le-
cular o micelar, alguna otra drcunstancia que le haría permanecer más o me-
n'Üs tiempo dentro del organismo o que impediría la debida fijación p'Ür las 
células. 
El ka'Ülin absorbe cantidades muy grandes de l~poides y la inyección prac-
ticada en estas condiciones demostró ,en los lip'Üides pr'Üpiedades antigénicas 
completas. 
Otras substancias, tales mmo el carbón animal y vegetal, la tierra de in-
fusorios, etc., poseen también, con más o men'Üs intensidad, esta propiedad. 
Estos trabajos fueron inmediatamente ·comprobados por LANDSTEINER y 
JACOBS. 
Posteriormente PLAUT y RUDY obtienen el mismo resultado con lipoides 
fijados sobre hidrato de aluminio. , 
. SOZAYA ha logrado que la goma absorbida p'Ür el colodión actúe como an-
tígeno, y UHLENHUT y REMY han obtenido anticuerpos inyectando glucógeno 
o almidón unido o combinado con colodión. 
Si los lipoides han perdido parte de la gran importancia inmunobiológica,. 
no sucede lo mismo con los polisacáridos. 
ZINSSER y PARKER obtienen del estafilococo, neumococo, tífico, etc. por la 
acción del ácido acético primero y del alcohol después, una substancia de natu-
raleza polisacárida, que si bien no tiene poder antigénico, se une con el anti-
cuerpo específico. Se trata pues de un hapteno según la terminología de LANDS-
TEINER. . 
DOCHEZ Y AVERY vieron que el neumoco·co difunde una substancia, tanto 
en los medios de cultivo como in vivo, substancia precipitable por el alcohol, 
que es específica y que, sin embargo, no es antigénica. 
Según demostraron HEIDELBERGER y AVERY, se trata de un polisacárido 
que reside en la cápsula del neumococo y que precipita frente al suero anti-
neumocócico, precipitación que es comparable a la aglutinación de los gér-
menes que se obtiene por el mismo suero. 
Cada tipo de neumococo tiene un polisacárido capsqlar específico que falta 
en las formas R, que están desprovistas de cá,psulas; cada polisacárido está 
caracterizado por una serie de propiedades físicas y químicas particulares. 
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El polisacárido del neumococo tipo 1, extraído por AVERY y GOEBEL', con 
un radical acético, inyectado al ratón, posee propiedades antigénicas. 
FRANCIs y TILLET (1930) con este mismo polisacárido acetilado o no, han 
provocado en el hombre IPor vía intradérmica La formación de anticuerpos que 
tienen la propiedad de aglutinar al neumococo tipo 1, teniendo capacidad para 
proteger al ratón contra la infección por dkho germen. 
Sabemos que los neumococos sin cápsula son fácilmente fagocitados por los 
leucocitos: sé comprueba que la diferencia más notable entre la forma S viru-
lenta y la R,es justamente la presencia de cápsula en la ,primera_ 
Estos polisacáridos ,cuando se inyectan a los animaks son inofensivos, lo 
que sorprende al ver que un elemento al cual va vinculada la virulencia y es-
pecifidad de un germen, al inyectarlo aislado no es tóxico. 
HEIDELBERGER extrayendo los posisacáridos a base de fenal, observa poder 
antigénico en los mismos, cuando son inyectados en el ,hombre por vía intra-
dérmica o subcutánea. 
Soldados de la Army Air Force Technical School, durante los inviernos de 
1942-1943, 1943-1944 sufriero:n numerosos ,casos de :neumonía. En el .año 1944 
.se empezó una inmunización mediante la inyección subcutánea de algunas cen-
tésimas de. miligramO' de los polisacáridoscorrespondientes a los neumococos 
tipo I~II-V-VII; otro grupo de soldados recibió una inyección subcutánea de 
solución salina. 
En los sujetos a los que se habían inyectado los ,polisacáridos, aparecieron 
• anticuerpos que se correspondían con ellos y durante el invierno de 1944-1945 
se vió que la neumonía producida por los neumococos tipo I-II-V-VII fué más 
.débil en los vacunados que en los no vacunados. 
Estructura antigénica de las bacterias 
Puede considerarse a las bacterias como agregados antigénicos; int,egrada 
cada especie por un determinado número y clase en posición y proporción 
también determinadas, constituyendo un mosaico antigénico (DURHAM). 
En cada especie bacteriana habrá una serie de antígenos propios y exc1u-
'sivos de esta y, a más, otros presentes en especies bacterianas distintas, las ,cuales 
pueden estar muy separadas en la clasificación. EMA y KNIPSCHILDT encuentran 
un coli cuyo antisuero produce ,el fenómeno de Neufeld (hinchamiento capsular) 
en los neumococos tipos IX y XXVII. 
Estos factores antigénicos difer,entes, según BOIVIN, parecen pertenecer a 
una misma molécula polisacárida,en la que representarían ,agrupamientos ató-
micos particulares. . 
Los primeros estudios antigénicos de las bacterias se deben a SMITH, REAGH 
y BEYER, quienes describieron en algunas bacterias del grupo SALMONELLA la 
existencia de ,antígenos distintos, uno en el cuer¡po bacteriano, llamado por ello 
:somático, y otro contenido en los flagelos y por ello denominado flagelar, ter-
moestahle el primero 'Y termolábil el segundO'. 
Posteriormente WEIL y FÉLIX, estudiando una cepa de Prot:eus X, notaron 
que ciertas modificaciones en los caracteres de cultivo estaban asociadas a dife-
rencias serológicas muy marcadas, y dieron a éstos antígenos las denominacio-
nes hoy usuales en Bacteriología de antígeno H al flagelar y antígeno ° al 
somático. 
H,es la inicial de la palabra alemana Hauch (que significa película) co-
rrespondiendo a las bacterias móviles, flageladas por tanto, que se desarrollan 
en el agar dando un crecimiento en sábana, confluente. 
0, es la inicial de Ohne Hauch, sin cubierta, bacterias inmóviles, sin flage-
los, que dan en los cultivos colonias aisladas y tardías, dando con el anti-suero 
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{:orrespondiente una aglutinación finamente granulosa. Las formas H, por el 
>contrario, aglu tinan formando gránulos voluminosos y poco densos. 
El antígeno ° es posible obtenerlo puro en las bacterias móviles, mediante 
el calentamiento a 100°, que destruye 'ti antígeno H, o bien por el alcohol que 
tiene la misma acción . 
. Las bacterias así tratadas tienen intacto el antígeno 0, que puede usarse 
para los fines de experimentación. 
Eri cuanto a la naturaleza química de estos antígenos somáticos se ha 
podido comprobar la importancia que tienen substancias del tipo de los lípidos 
y glúcidos. 
Hemos visto antes los importantes trabajos llevados a cabo por DOCHEZ y 
~ AVERY y por HEIDELBERGER y AVERY, por lo que se refiere al neumococo. 
• El polisacárido del neumococo tipo III presenta una estructura química 
de varias moléculas de ácido aldobiónico,enlazadas en una cadena lineal, con-
duciendo la hidrolisis de este polisacárido a la obtención de un ácido aldohió-
nico, el ácido celobiurónico, que está formado por la unión de una molécula 
de glucosa y una molécula de ácido glucourónico unidos por un enlace gluco-
sídico. 
La importancia de este ácido celobiurónico en la especialidad del polisad-
rido ha sido demostrada por GOEBEL, el cual ha logrado inmunizar a animales 
contra el neumococo tipo III por L inyección de un antígeno artificial: una 
azoproteína a base de ácido celobi.lJ:ó::tilo. sintetizado c.cmbinando una molécu-
la de glucosa con una molécula de ácido glucourónico. 
La:; reacciones cruzadas con el neumococo tipo VIII se explican, porque' 
el polisacárido de este último posee <:n su molécula ácido aldobiurónico copu-
lado con glucosa. 
En muchos otros gérmenes se ha deulostrado que la especifidad (le los 
tipos depende de una substa:lCla poJisaccí.rida. 
En el bacilo de Friedlander, d tipo B posee moléculas de glucosa como 
el tipo II del neumococo, qtle también ~e Encuentran en una levadura no 
patógena. Así nos explicamos el p'arent~sco antigénico que (~xiste entre elles. 
NO' sucede lo mismo, sin ,embargo, ,con el causante de la ,especifidad de 
tipo de los estreptococos hemoIíticos pertenecien.te5 al grupo A, en los que 
LANCEFIELD ha individualizado ~lD~ protdna 1\1 tipo específica y un carbo-hidra-
to e gnJ¡poespecífico, además de un núcleo-proteído no específico. 
THUUN, en un trabajo reciente (1948), cree que el antígeno K de los es-
treptococos hemolíticos se puede identificar con .el antígeno M de Lancefield. 
Este antígeno Kes un antígeno' superficial, termolábil e inactivado también 
por la acción trípsica. La presencia del antígeno K hace a los estreptococos 
inaglutinables, inhibiendo la aglutinina O. 
TOMCSIK, rev'ela la naturaleza poHpeptídica del antígeno capsular del B . 
.anthracis; se trataría de un polipéptido a base de ácidO' d-glutámico, siendo 
.el que le da especifidad. 
Obtención del antígeno glúcido-lipido-polipéptido 
BorVIN y MESROBEANU (1933), usando el ácido tridoroacético para precIpI-
lar las proteínas bacterianas, demuestran en la porción ácido soluble un com-
plejo glúcido-lípido-polipéptido de alto ¡poder antigénico. Las proteínas son 
precipitadas, difundiendo el antígeno a través de los cuerpos microbianos . 
. Hasta la fecha tal complejo ha sido aislado sólo de las baaerias Gram 
negativas y especialmente estudiado en el grupo coli-tífico-disentérico. 
Por diálisis son ,eliminados del extracto, el ácido tricloroacético y todas las 
substancias de pequeña molécula: sales, ácidos aminados, etc. 
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Este antígeno está constituído 'por un polisacárido, ácidos grasos y cierta 
cantidad de nitrógeno, perteneciente al parecer a un polipéptido. 
Algunas veces contiene además ácido acético y fosfórico. 
RAISTRICK y TOPLEY llegan a obtener una substancia de parecida consti-
tución siguiendo una técnica a base de la digestión por la tripsina. MORGAN lo-
h3Jce a base del glicol-dietilénico y MILES Y PIRIE emplean la acción del fenol, 
seguido de precipitaCl'mes fraccionadas· con el sulfato amónico. 
El método del tricloroacético, sólo ¡permite obtener los dos tercios del 
glúcido-lípido contenido en los cuerpos bacterianos, el resto de la endotoxina 
queda fijada por absorción sobre las proteínas bacterianas precipitadas por el 
ácido tricloroacético. 
Cuando deseemos obtener la to.talidad de la endotoxina, según BOIVLN, con-
viene someter a los cuerpos bacterianos a una digestión trípsica prolongada 
durante una semana a 370 y a pH 8,5 en presencia de tolueno o cloroformo. 
El producto de la digestión es adicio.nado de ácido tricloroacético., a fin 
de precipitar los vestigios de prot.eínas que habrán podido quedar inatacadas y 
sobre todo las proteosas, de diálisis lenta, que se han formado bajo la acción. 
de la enzima. 
A partir de este momento la operación sigue haciéndose, según la técnica. 
general de BOIVIN. 
El antígeno, una va dializado y secado, se nos presenta como una substan-
cia sólida, incolora, insoluble en el alcohol, acetüna, éter y bencina, pero soluble 
en el agua, dando. soluciones opalescentes. Según BOIVIN la opalescencia nos 
.indicaría la existencia del antígeno completo. 
Sometido a una centrifugación a 8.000 revoluciones por minuto, ¡prolon-
gada, no da lugar a-sedimento alguno. 
En solución acuo.sa ésta substancia antigénica no dializa a través de colo-
dión acético al 5 % y lo mismo a través de colodión acético al 0,5 % armado 
con un soporte de ,celulosa. Se trata pues, como vemos, de una substancia de 
gran volumen molecular. 
El antígeno así aislado tiene un alto poder antigénico, pero al propio 
tiempo es altamente tóxico. 
Resiste al calentamiento a 1000 durante una hora, en medio neutro e in-
cluso a 1.20° .. 
Pero si al mismo tiempo. que se calienta a 1000 se acidifica ligeramente, el 
compLejo glúcido-lípidocpolipéptico se descompone, haciéndose insolubles 'por 
una parte, los elementos lípido y polipéptido, quedando en solución el poli-
sacárido. 
Este desdoblamiento del antígeno puede tener también lugar flor acci6n· 
fermentativa. En los mismos cultivos si son viejos se '!ncuentra ya cierta can-
t:dad de antígeno desdoblado. 
De los dos elementos, separados sea ya IPor vía c;u'll,ica o diastásica, el. 
polisacárido no es tóxico, ni antigénico, si,endo sin embargo, capaz de reaccio-
nar con el anticuerpo homólogO'. 
Los ácidos grasos igualmente dejan de ser tóxicos y antigénicos, no tenien-
do además el poder hapténico que presenta el anterior. 
MILES y PIRIE por diversos tratamientos sobre el antígeno glúcido-lípido-
polipéptico de las Brucellas, eliminan el ,Polipéptido quedando un complejo 
glúcido-lípido que presenta íntegras sus propiedades tóxicas, antigénicas y es-
pecíficas. 
MORGAN y PARTRJDGE eliminan del complejo glúcido-lípido-polipéptido de 
los bacilos de Shiga y tífico, el elemento fosfolípido, restándoles un complejo 
glúcido-polipéptido con propiedades tóxicas, antigénicas y específicas. 
Estos mismos autores, combinando el polipéptidO' del bacilo de Shiga con 
• 
.. 
.' 
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el polisacárido del bacilo tífico, reconstruyen un antígenO' completo, en el que 
el poder antigénico es determinado por el polipéptido, mientras que la espe-
cifidad va vinculada al polisacárido. 
GOEBEL y colaboradores investigandO' cual de los elementos constituyentes 
del antígeno es el responsable de la toxiódad,en el complejo glúcido-lípido.,po-
lipéptido del bacilo dé Flexner, llegan a admitir que la toxicidad sería debida 
a un grupo toxóforo, quizá de naturaleza púrica o pirimídica. 
MORGAN, por medio de una mezcla de ácido clorhídrico y ácido pícrico 
logra la hidrolisis del polip~ptido, 'obteniendo una serie de ácidos aminados. 
BOIVIN y L. MEsRoBEANu demuestran que e1complejo glú~ido-lípido-po­
lipéptido aislado de las bacterias gram-negativas, representa a la vez el antígeno 
O completo y la endotoxina del germen. 
Según BOIVIN, el antígeno glúcido-lípido tapizaría en forma de capa fina 
la superficie de las bacterias S. Estas, gracias a su carga eléctrica, forman sus-
pensiones estables en soluciones de electrolíticos. 
Ahora bien, cuando el anticuerpo correspondiente actúa sobre el antígeno 
fijado sobre las bacterias, se aglutinarían éstas dejando de formar una suspen-
siónestable. Se ha producido una modificación en el estado superficial de las 
bact<erias, traducida por una disminución de la diferencia de potencial eléctrico 
que existe entre los gérmenes y el medio ambiente. 
A. BOIVIN, A. DELAUNAY y R. SARCIRON, calculando que la riqueza en an-
tígeno glúcido-lípido de una bacteria con un radio igual a un micrón repre-
senta el 2 % de su peso fresco y ello % de su peso seco, llegan a la conclusión 
de que la envoltura de antígeno que cubre la bacteria debe medir unas 7 rmi-
limicras. 
LABOR PERSONAL 
Características'bacteriológicas de la cepa de colibacilo base de nuestros 
experimentos y técnicas usadas 
Procedencia: orina de un enfermo de !pielonefritis. 
Las colonias presentan un aspecto liso y opaco. 
Movilidad: difícilmente comprobable. 
Fermenta la glucosa y la lactosa con producción de ácidos y gas. 
La relación CO2 : H 2 es igual a la unidad. 
Indol: positivo. 
Vogues, Proskauer (producción de acetil-metil-carbinol) es negativa. 
Clark y Lubs (rojo de metilo) es positiva. 
Sembrado en los medios de KOSSER (citrato y ácido úrico) no germina. 
En el medio de LEVINE da lugar a colonias del tipo fecal. 
Técnica usada~ 
Para obtener el antígeno hemos usado la siguiente técnica, similar a la 
empleada originalmente por BOIVIN y MESROBEANU. 
Con un cultivo joven de 20 horas. en medio sólido, se hace una ,emulsión 
con los gérmenes, que nos sirve para sembrar a su vez una serie de frascos 
Roux con agar común; éstos son incubados a 37° durante 18 horas,procuran-
do antes se¡parar el agua de condensación, junto con el e~ceso de emulsión mi-
crobiana empleada para la siembra. 
BOIVIN y MEsRoBEANu, recomiendan usar cultivos jóvenes, a fin de evitar 
en lO' posible la acción dastásica a que antes nos hemos referido, con el con-
siguiente desdoblamiento del antígeno. ' 
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Pasadas las 18 horas de incubación, añadimos unos 15 C.c. de agua desti-
lada y con la ayuda de un asa de Drigasky, vamos haciendo la emulsión micro-
biana. 
Los gérmenes son lavados repetidas veces con agua destilada y después de 
la última centrifugación, se añade una pequeña cantidad de agua, a fin de 
obtener una emulsión espesa que contenga aproximadamente unos 200 mgr de 
gérmenes por cc. 
A esta emulsión espesa se le añade un volumen igual de ácido tricloroacé-
tieo medio normal, se agita enérgicamente dúrante unos diez minutos. 
Esta mezcla es guardada en la nevera durante tres horas. 
Para separar la parte insoluble en el tricloroacético, hemos usado una cen-
trífuga de 3.500 revoluciones por minuto, procurando, en lo po-sible, suplir la 
falta de velocidad por una mayor duración de la centrifugación (2 horas en 
nuestros experimentos). 
Decantado el líquido que resulta de esta centrifugación, es seguidamente 
filtrado por bujía. 
Para neutralizar, 'usamos sosa concentrada y, como indicador, rojo fenol. 
La sosa se va añadiendo gota a gota, hasta obtener una coloración rojo violácea 
del indicador. Seguidamente se agrega ácido acético diluido, gota a gota, hasta 
el viraje al color amarillo del mismo indicado!' 
Finalmente la solución es esterilizada, filtrándola por hujía L3· 
Se obtiene así una solución más o menos opalescente, que es repartida en 
frascos y desecada al vacío, en presencia de anhídrido fosfórico. 
Composición química 
El análisis químico del producto obtenido nos da el siguiente contenido 
en (cuadro 1). 
Mediante hidrolisis ácida, el poHsacárido es transformado en glucosa, que 
es dosificada 'por el método de HAGEDORN y jENSEN. 
Cuadro I 
Glucosa 0'920 mgs/ec. 
Acidos grasos 0'356 mgsfcc 
Nitrógeno total 0'225 mgsfcc. 
Para la titulación' de los ácidos grasos, se parte de un determinado volumen 
de antígeno', al ,.que .se añade una quinta parte de ácido clorhídrico 5 N. La 
mezcla se mantiene durante 8 horas a baño maría hirviente, con un réfrigera-
dor a reflujo: Cuando está frío se ,procede a la extracción de los ácidos grasos 
por una' cantidad de 50 c.c aproximadamente de éter, que luego es evaporada, 
determinándose por pesada la cantidad de aquellos. . 
, Pata la dosificación del N total hemos empleado la técnica de micro-
KjeldahL 
La reacción ;del biliret es negativa, y la (le MoHsch, fuertemente positiva. 
. Los resultados obtenidos por BOIVIN y MESROBEANU en el análisis químico 
del antígeno glúcido-lípido del coli, son los consignados en el cuadro n. 
• 
• 
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Cuadro 11 
Glucosa 57'2% 
Acidos grasos 20'2% 
, Nitrógeno total 2'1 % 
RAISTRICK y TOPLEY, por .su procedimiento de la tripsina, obtienen del 
coli un glúcidO-lípido, cuyo análisis da la composición señalada en el cuadro III. 
Cuadro I1I 
Glucosa 31'4 % 
Acidos grasos 5'3 Ofo 
Nitrógeno total 6'9% 
Comparando estos resultados con los obtenidos por nosotros, nos encon-
tramos con que la relación entre la glucosa y ácidos grasos es comparable a la 
'que obtienen BOlVIN y MESROBEANU, por lo que al antígeno glúcido-lípido del 
,coli se refiere. 
Toxicidad 
El antígeno glúcidO-lípido-polipéptido es tóxico, hecho que fué compro-
'bado por BOlVIN, 1. MESROBEANU y L. MESROBEANU y confirmado por los tra-
.bajos de RAISTRICK y TOPLEY. 
El antígeno obtenido por nosotros con la técnica de BOlVIN y comparable 
al antígeno glúcido-lípido-polipéptido, presenta igualmente una fuerte toxicidad. 
Las pruebas de toxicidad han sido llevadas a cabo en el ratón blanco, co-
baya y en el conejo. 
Para el estudio de la toxicidad en el ratón, se parte de lotes de diez, con 
los que se hacen cinco grupos de a dos y se les inyectan las dosis señaladas en 
el cuadro IV, en -el que también van consignados los resultados obtenidos. 
Vemos pues que la dosis mínima mortal para el ratón blanco es la de 
,0,1 C.C. La vía usada para la administración del antígeno ha sido la intrape-
ritoneal. 
En el cobaya también hemos usado la vía intraperitoneal, yen ei cuadro V 
damos el resultado del estudio de la toxicidad en este animal. ' 
El conejo ha resultado ser más sensible que el ratón blanco, bastando una 
dosis de 2,5 e.e. inyectada por vía endovenosa para causarle la muerte antes 
de las 48 horas. 
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Cuadro IV 
N. o de ratones Dosis Resultados 
2 0'025 c. c. Viven 
2 0'050 c. c. Viven 
-
2 0'075 c. c. Muere uno a las 48 h. 
2 0'1 c. c. Mueren antes de las 24 h. 
2 0'125 c. c. Mueren antes de las 24 h. 
El complejo ácido soluble o.btenido por el procedimiento de BOIVlN es más 
tóxico que el complejo obtenido por la tripsina siguiendo el método de RAIS-
TRICK y TOPLEY. 
BOIVIN} comparando los resultados obtenidos empleando una u otra técnica,. 
llega a la conclusión de que por su procedimiento se obtiene un complejo con 
menos sobrecarga de polipéptidos y con una toxicidad mayor (mata al ratón 
por vía intraperitoneal a la dosis de 0,05-0,1 mgs., mientras que por el proceder' 
Cuadro V 
N: de eavias Dosis Resultados 
2 0'2 c. c. Viven 
2 0'4 c. c. Viven 
2 0'6 c. c. Muere uno a las 24 horas 
2 0'8 c. c. Mueren los dos a las 24 h. 
de RAISTRICK y TOPLEY la dosis mínima mortal para el ratón está comprendida' 
entre 0,20-0,30 mgr.). Estos datos se refieren al colibacilo., pero han sido com-
probados también en otros gérmenes. 
Es un hecho remarcable que lo.s antígenos glúcido-lípidos de las diversas, 
bacterias gram negativas: Salmonella, Disentéricos, Colibacilos, etc., presentan 
todos sensiblemente la misma toxicidad (BOIVIN). 
Lo.s animales inoculados presentan también cuadros semejantes caracteri-
zados por diarrea, a veces sanguinolenta, no siendo precedida la muerte del: 
animal ,por fenómenos llamativos. 
En la autopsia hemos observado nosotros también congestión de las vísce-
ras' y distensión del intestino por un líquido amarillento. 
En el conejo se producen, además, trastornos de la regulación glucémica y 
lactadidémica, interpretados por BOIVIN como resultado de una descarga de 
adrenalina. 
, 
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El poder tóxico del extracto obtenido es debido a la porción ácido soluble 
del germen y no a las sales formadas. 
Hemos visto como una dosis de antígeno glúcido-lípido equivalente a 
0,1 c.c. del extracto obtenido mata al ratón blanco en 24 horas, inyectada por 
vía intraperitoneal. 
De todas las vías empleadas en el ratón para la administración del com-
plejo aislado, la intr~peritoneal es la que nos ha dado mejores resultados. 
Presenta, como es natural, el peligro de puncionar alguna víscera importante, 
con la consiguiente hemorragia o bien inyectar el producto en el conducto en-
térico del animal, pero estos errores son subsanables empleando una técnica 
cuidadosa. 
El colibacilo a dosis suficiente, inyectado por vía intraperitoneal, mata al 
ratón, variando la dosis necesaria según las diferentes cepas. La muerte sobre-
viene en el ratón por intoxicación debida a la endotoxina liberada por el 
germen al ser éste destruido por los elementos defensivos del organismo. 
Si en vez de coli, inyectamos por vía intraperitoneal sangre de cordero, al 
ratón no le pasa nada aunque se le administren 3 c.c. Es de suponer y de 
hechO' ocurre, que estos hematíes son destruídos y, sin embargo, la parte endó-
gena del hematíe no tiene toxicidad para el animal. 
Tenemos, por tanto, una célula que nos va a servir de control, preparando 
con sangre de corderO' un extracto tricloroacético en las mismas condiciones 
y siguiendo idéntica técnica que para preparar el antígeno ácido soluble de 
nuestra cepa de coli. 
Para ello, 100 c.C. de sangre de cordero son centrifugados, el sedimentO' es 
emulsionado con solución salina y se centrifuga de nuevo, y así la operación se 
repite tres veces. 
Des,pués de la última centrifugación, los hematíes son emulsionados en una 
pequeña cantidad de soluciÓn salina y seguidamente se añade un volumen igual 
de ácido tricloroacético medio normal. ' 
Se agita y la mezcla es colocada en la nevera durante tres horas. Centrifu-
gación a 3.500 revoluciones por minuto durante dos horas y neutralización con 
sosa 5N, frente al rojo fenol. Es decir, se repite ,exactamente lo mismo, pero en 
vez de hacerlo con coli, lo hacemos con hematíes de cordero. 
La parte ácido-soluble de los hematíes de cordero, es inoculada intraperi-
tonealmente al ratón y vemos que éste resiste dosis de 2C.C. sin que le produz-
can la muerte. ' 
Al neutralizar el ácido tridoroacéticocon sosa, se forma tricloroacetato de 
sodio, el cual es el causante de algunos trastornos motores en las patas posterio-
res del ratón. 
Este hecho hemos podido observarlo muy bien, si una vez inyectada una 
dosis de 0,6 c.c. se irritan los animales y éstos al intentar huir sufren una ex-
tensión brusca de las extremiaddes posteriores, que alguna vez es tan intensa 
que se traduce por un salto del animal. 
Esta acción espasmódica es de presentación casi instantánea y es pasajera, 
ya que los animales pronto se recuperan. Según BOIVIN dosis más fuertes ac-
tuarían como hipnótico e incluso, si se aumenta mucho la dosis, puede llegar 
a matar al animal. 
Repetidas las pruebas en conejos, vemos que éstos admiten dosis de 10 c.c. 
por vía intravenosa sin sufrir ningún trastorno. 
Con esta prueba se ve claramente que en la porción ácido"soluble del (oH 
el, hay una substancia que es la responsable de la toxicidad, substancia que 
en la parte ácido-soluble de los hematíes de cordero no existe. 
Por otra parte, BOIVIN ha demostrado que el extracto tridoroacético de las 
formas rugosas no ¡presenta ninguna toxicidad, pudiendo ser atribuida la pe-
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queña toxicidad que presentan los gérmenes totales procedentes de colonias 
rugosas, a las proteínas o a algo íntimamente unido a ellas y que es precipitado 
por el ácido tricloroaoético. ' 
Poder anHgénico 
El cone.io que ha recibido varias dosis subletales del extracto tricloroacé-
tico de nuestra cepa el, presenta en su suero substancias capaces de precipitar 
altas diluciones del producto inyectado. 
La vía empleada rpara esta inmunización ha sido la endovenosa. Las dosis 
empleadas y la pauta seguida pueden v,erse en el cuadro VI. 
Cuadro VI 
Días 1.° 6.° 11.° 16.° 21.° 26.° 31.° 
------------
Dosis en c. c. 0'05 0'1 0'2 0'4 0'8 1 '6 3'2 
A los diez días de la última inyección, el conejo es sangrado, empleando 
para esto la técnica de la punción cardíaca, proceder justificado para poder 
seguir la curva de anticuerpos. 
Para las pruebas de precipitación usamos el suero específico estéril, pero 
sin la adición de antiséptico alguno . 
. Empleamos tubos de 5 mm. de diámetro, perfectamente limpios. 
En primer lugar se colocan 0,2 c.c. de suero sin diluir en u~a serie de 
tubos y seguidamente se añaden 0,2 CC. de diluciones progresivas del antígeno, 
procurando que los dos líquidos queden superpuestos. ' 
Hemos dado por positivos aquellos tubos en los que en la unión de la 
dilución del antígeno con el suero se forma un anillo bien visible, dentro de 
la media hora de haberlos puesto en contacto. Con este proceder se obtienen 
precipitaciones positivas hasta el 1/2.500.000. 
Las pruebas han sido controladas siempre con suero normal de conejo. 
Pueden también obtenerse precipitaciones mezclando los dos líquidos en 
el mismo tubo, pero la prueba del anillo e.s la más sensible y la que mejores 
resultados nos ha dado. . 
Paralelamente se obtienen aglutininas frente al germen que sirvió Ipara 
preparar el antígeno. 
Hemos obtenido aglutinaciones somáticas superiores al 1/10.000. 
En este caso la lectura se ha hecho después de permanecer los tubos doce 
horas a 37° en la estufa. 
Resultados semejantes se han obtenido con el suero de cobayas. La vía 
usada en este caso para las inyecciones del antígeno ha sido la intraperitoneal. 
En el cuadro VII van reseñadas las dosis inyectadas y pauta seguida en el 
cobaya. 
Cuadro VII 
Días 1.0 6.° 11.° 16.° 21.° 26.° 31.° 
------
--------------
Dosis en c. c. 0'05 0'1 0'2 0'4 0'8 ,'6 3'2 
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INMUNIZACIÓN 
Inmunización activa 
La inmunización activa por el antígeno ácido soluble que hemos obtenido, 
'se ha llevado a efecto con la siguiente técnica: 
Se parte de un lote de ratones blancos de la misma edad y de un peso de 
~o gr., y se empieza la inmunización a base de 'una serie sucesiva de inyecciones 
de antígeno. La 'Vía usada eS la intraperitoneal. 
Del lote de ratones se toman sólo la mitad, la otra se reserva <,para el final 
de la pmeba, nos, servirán de control. 
Calculada la dosis mínima mortal para el ratón, que resulta ser de 0,1 ce., 
()omenzamos inyectando 0,005 c.c. Hemos prO'curadO', usandO' pipetas de Kahn, 
que las dosis sean exactas y dilliídas de manera que las dosis inyectadas, estén 
contenidas ,en 1 C.e. Cada cinco días se va dandO' una nueva dosis, doble de la 
anterior, hasta llegar a dar 0,64 e.c. Resumimos en el cuadro VIII. 
Se deja descansar a los ratones durante 8 días, al término de los cuales se 
les administra una dosis de antígeno de 0,7 c.c. al mismo tiempo que esta 
dosis es inyectada al lote de ratones, que en un principio dejamos como con-
trol. En el cuadrO' IX, podemos observar los resultados obtenidos~ 
Cuadro VIII 
I 
Días 1.0 6.° 11.° 16.° 21.° 26.- 31.° 36'-
----------------
Dosis en c. c. 0'005 0'01 0'02 0'04 0'08 0'16 0'32 0'64 
,En cavias obtenemos unos resultados equivalentes. En el cuadrO' VII da-
mos la pauta de inmunización y en el cuadro X, los resultados obtenidos. 
En el ,curso de la inmunización mueren tres cavias de los diez de que 
partimos en el experimento, restándonos los siete que quedan inmunizados y 
<Jue comparamos con igual número de controles. ' 
Cuadro IX 
N. ° de ratones Dosis de Antígeno Resultados 
Ratones 
inmunizados 0'7 c. c. A las 24 horas viven 17 
20 
Ratones Mueren todos antes 
control 0'7 c. c. 
20 
de las 12 horas 
Los ratones inmunes frente al glúcido-lípido de la cepa de coE C l , no son 
capaces de resistir una dosis mínima mortal del antígeno ácido soLuble obtenido 
de la cepa C r • Por otra parte, por pruebas cr.uzadas de aglutinación y precipi-
tación con los sueros inmunes frente a ambas cepas, comprobamos no existe co-
munidad antígena entre el coli el y el C r • 
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Cuadro X 
N. o de Cavias Dosis de Antígeno Resultados 
Cavias inmunizados Viven todos a las 
3 c. c. 
7 48 horas 
Cavias control Mueren todos antes 
7 
3 c. c. de las 48 horas 
Inmunización pasiva 
Se inmunizan activamente cuatro conejos con dosis repetidas del antígeno, 
siguiendo la pauta que hemos señalade anteriormente, ver cuadro VI. 
A los diez días se sangran los conejos y se mezcla:n los sueros; a 10 ratones 
se les inyecta 1 e.C de suero inmune por vía subcutánea y a otro lote de 10 
ratones 1 c.c: de suero normal de conejo. A las doce horas se les inyectan las, 
dosi.s de antígeno que se., señalan en el cuadro XI. 
Cuadro XI 
N. o de ratones 
Dosis de N. o de ratones 
inyectados ·con Resultados inyectados con Dosis de Resultados 
suero inmune Alltígeno suero normal antígeno 
2 0'2 c, c. Viven 2 0'2 c. c. Mueren 
----
2 0'5 c. c. Viven 2 0'5 c. c. Mueren 
----'-
2 n'7 c. c. Muereuno 2 0'7 c. c. Mueren a las 48 h. 
----
e 
2 0'8 c. c. Mueren 2 0'8 c. c. Mueren 
---- ----
2 1 c. c. Mueren 2 1 c. c. Mueren 
De esté experimento sacamos la ,conclusión del limitado poder antitóxico 
que posee el suero de conejo que ha sido previamente inmunizado por inyec-
ciones sucesivas del antígeno, ya que sólo es capaz de neutralizar algunas dosis 
mínimas mortales del antígenO' ácidO' soluble, hecho ya comprobado por BOIVIN 
y L. MESROBEANU. 
Este suero precipita al antígeno hasta una dilución del mismo del número 
1/.l/·5oo_000 y aglutina al germen el hasta el 1/10.000 (aglutinación somática). 
Especificidad de la sueroprotección 
Si a un nuevo lote de ratones les inyectamos 1 ce. de suero por la misma 
• 
.. 
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vía 'que a lüs anteriores ya las doce hüras un antígenO' ácidü-soluble übtenido del 
coli C 12 ' cuya dosis mínima mortal ,para el ratón, comprobamos era de O,!I C.c. y 
el cual no es precipitado por .el suero inmune anti-Cl' siendO' la aglutinación 
del germen C12 por ,este suero positiva sólo al 1 j 10, se übtienen los resultados 
señalados en el cuadro XII. 
Podemos decir con Boí:vIN: «el anticuerpo juega un papel anti-endotóxico y 
la especifidad en la protección antitóxica es abs0'lutamente comparable a la 
especifidad que muestra el mismo anticuer,poen las reacciones serológicas, aglu-
tinación y precipitación.» 
Cuadro ,XII \ 
N.O de ratones inyec- Dosis de Antígeno 
Resultados tados con suero anti-C1 cepa Ca 
2 0'3 c. c. Mueren 
2 0'4 c. c, Mueren 
2 0'5 c, c. Mueren 
Hapteno 
El antígeno glúcido-lípido-poJipéptido resiste el calentamiento a 100'°, a' 
condición de que .el mediO' sea rigurosamente neutro. En cambio, en medio lige-
ramente ácido, este antígeno es desdO'blado. 
Para ello tomamos !la c.c. del extracto tricl0'roacético, los a~idificamos lige-
ramentec0'n ácidO' acético diluíd0' y calentamos a lOOr durante dos horas. 
Al final de esta operación, vemos que el extracto ha perdido parte de su 
'opalescencia y que ha aparecidO' un prec~pitado blanco. Este puede ser separado 
por centrifugación o bien por filtración. Representa la parte lípido-polipéptida 
del antígenO', quedando la totalidad del azúcar contenido en el líquido. 
Estudiando las propiedades del extracto así tratado, lo Iprimero que nos, 
llama la atención es la pérdida de la toxicidad, extremo que se comprueba in-
yectandO' al ratón dosis de 1 C.C. de extracto, por vía intraperitO'neal, no cau-
sándO'le la muerte y, sin embargo, el antígeno sin tratar lo mataba a la dO'sis 
de 0,1 c.c. Esta falta de toxicidad es comprobada también en el conejo y cavia. 
Intentam0's la inmunización áctica de 10 ratones empleando dosis mayores. 
debid0' a la falta de toxicidad. En .el cuadro XIII señalamos la manera de pro-
ceder, 
Cuadro XIII 
Días 1.0 6,0 11. 0 16,0 21. 0 26. 0 31 36 41 
-~ 
----------------
Dosis en c. c, 0'01 0'02 0'04 0'08 0'16 0'32 0'64 1'28 2 
A los diez días de la última inyección, a los nueve ratones restantes (uno. 
de ellos muere en pleno inmunización) les inyectamos las dosis señaladas en el 
cuadro XIV, del antígeno ácido so'¡uble sin previo tratamiento por el calor 'ji 
acidificación acética. 
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Comprobamos la falta de inmunización de los ratones, ,puesto que ninguno 
de ellos resiste a la acción tóxica de 1,5 dosis mínima mortal del antígeno 
ct:itado. 
Cuadro XIV 
Ratones 1 Dosis Resultados 
3 0'15 <;. c. Mueren antes de las 24 horas 
3 0'2 e, c. Mueren 
3 0'25 c. c. Mueren 
Esta incapacidad de producir una inmunización activa con -el ahtígeno glú-
q;ido-lípido desdoblado, va acompañada de la pérdida de la formación de aglu-
tininas y precipitinasespecíficas. Estos datos los hemos podido comprobar en 
d conejo, en el cual también por la falta de toxicidad hemos aumentado las 
.dosis; ver cuadm XV. 
Cuadro XV 
Días 1.0 6.° 11.° 16.° 21.° 26.0 31.° I 36. 0 
---- --
--
------
--
Dosis en c. c. 0'1 0'2 0'4 0'8 1'6 3'2 6'4 12'8 
Comprobamos a los diez días de la última inyección ,una falta absoluta, 
-en el suero sanguíneo del conejo, de ag1utininas frente al germen y ausencia 
de precipitinas frente al glúcido-lípido del mismo. 
Vemos por lo que antecede que por el calor y la acidificación combinada, 
el antígeno deja de ser antígen o, perdiendo además su toxicidad. 
El antígeno desdoblado ,conserva una propiedad del antígeno completo y 
,es la de reaccionar específicamente frente al suel'O obtenido de animales inmu-
nizados con este último, pero siendo el título de precipitación más bajo que 
con el antígeno mmpleto. Así un suero inmune que nos precipitaba al antígeno 
completo a una dilución del 1/2,.500.000 del mismo, prec~pita al antígeno desdo 
blado diluído sólo al 1/1.000.000, hecho que también ha sido observado por 
otros investigadores. . 
Nos encontramos, pues, fr,ente a un nuevo elemento, que si bien reacciona 
específicamente con el suero anti-correspondiente, no es capaz de por sí de 
,generar anticuerpos. 
Estamos pues, frente a lo que LANDSTEINER denomina Hapteno, es decir 
fr,ente a una porción del antígeno completo, que es ,portadora del grupo reaccio-
nal específico, que no da lugar a la formación de anticuerpos. 
Sin embargo, se han inmunizado ratones por BOIVIN y DELAUNAY por in-
yección intradérmica del polisacárido específico del bacilo tiphi-murium. 
.. 
• 
.. 
.. 
• 
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Complejo antigénico del colibacilo 
Al empezar a trabajar con nuestra cepa de coli Cl' dedicados únicamente 
a la preparación del antígeno glúcido-l~pido-po.lipéptido a partir de la misma, 
notamo.s una irregularidad en lo que se refiere a la obtención de antiouerpos,. 
puestos de manifiesto por pruebas de aglutinación y precipitación. 
Antes de comenzar las inoculaciones a conejos, se investigaba en el suero 
sanguíneo de los mismos la posible existencia de aglutininas frente a 1;o.s gér-
menes o de precipitinaspara el antígeno obtenido. . 
Descartada esta posibilidad, se ,procedía a la inyección del antígeno, repi-
tiéndola cada cinco días con una dosis doble de la anterior y cada diez días 
desde la primera inyección, eran sangrados, para seguir la ~ormación de agluti-
ninas y precipitinas. Al 14° día, el suero era aglutinante para el germen vivo, 
demostrable por aglutinación sobre porta, dando lugar a una aglutinación ins-
tantánea, muy parecida a la que se obtiene con una raza Vi de tífico, frente 
al suero correspondiente. 
Al hacer la aglutinación ·en tubo, nos encontrábamos que sólo aglutinaba 
el germen hasta la dilución del 1/40. Este mismo suero precipitaba al antígeno 
diluído al 1/10.000. . 
En la gráfica adjunta podemos seguir los resultados obtenidos. 
Salta a la vista la diferencia enorme que existe entre la aglutina:ción a 
título bajo (1/160) y la precipitación, positiva con una dilución del antígeno. 
del 1/2.500.000. 
PrecipitacióD. Aglutinaci6n PreCipitaci6n_ ............. 
Diluci6n Diluci6n 
.......... 
Antígeno Suero Aglutinación 
.... .... 
2.560.000 r- 2.560 ..... 
1.280.000 
-
1.280 ............ 
640.000 
-
640 .... ~ .... 
.120.000 320 
.. ' 
-
.' 160.000 
-
160 
80.000 
-
80 .L' 
40.000 
-
40 ./""/ 
./ " 20.000 
-
20 
10.000 f-- 10 ./ ,.c. ....... 
14 34 
Probamo,s entonces con otra cepa de coli, la C7, con cuyo glúcido-lípido, 
.. inyectado al conejo, obteníamos una respuesta en anticuerpos, representada por 
una precipita:ción frente al antígeno homólogo hasta una dilución del 
1/3.000.000 al mismo tiempo que .el suero aglutinaba al germen C, al 1/20.000. 
En este último caso la aglutinación era francamente del tipo somático, de 
gránulo fino. La obtenida con el germen C l frente a su suero antiglúcido-lípido 
homólogo forma verdaderos acúmulos de gérmenes, a veces incluso a modo de 
membranas, sobre todo en las diluciones bajas del suero. Esta aglutinación apa-
rece antes de las dos horas de permanecer los tubos en la estufa a 317". 
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,El suero anti Cl nos aglutinq a la ct1pa C l hasta el 1/40, mientras que 
,el suero anti-C l no agLutina a ningún título a la Cl' 
Si inmunizamos dos conejos con la cepa Cl' haciéndolo con los génnenes 
vivos, nos ,encontramos con que estos animales vespondencon la formación de 
anticuerpos, entve los cuales están las aglutininas. 
Con un cultivo de .20 horas en agar glucosado al 0,1 % se prepara una 
emulsión microbiana que contenga unos .2.000 millones de génnenes por cc., con " 
la oual inoculamos dos conejos, cuyas dosis empleadas y pauta seguida van con-
,signadas en el cuadro XVI. 
Cuadro XVI 
Días 1.0 5.° 9.° 13.° 17.° 21.° 
----
------ --
Dosis en c. c. 0'5 0'5 1 1 '5 2 4 
La emulsión de gérmenes para cada nueva inyecclOn es preparada momen-
tos antes y siempre procedente de un cultivo de las mismas características a 
que antes nos hemos referido. 
A los nueve días de la última inoculación, se extraen 30 c.c de sangre de 
'cada conejo" por punción cardíaca, obteniéndose los sueros de la misma, los 
cuales son mezclados. 
Con este suerO' practicamos una aglutinación frente a génnenes vivos de 
la cepa Cl' O'bteniéndose un título bajo, ya que no se observa aglutinación más 
allá del 1/160. . 
Cuadro XVII 
I~ I Diluciolles suero 1/40 1/160 1/820 t /640 1/1180 1/1560 t /5120 1/102'0 dlO480 
----
Germen vivo + + + - - - - - - -
--
-------------- --
Germen calentado 
+ + + + + + + + + a 120° durante 2 h. -
p.ero si ,en vez de hacer la aglutinación 'con gérmenes vivos la hacemos con 
gérmenes previamente calentados a 1.20° durante dos horas y lavados tres veces 
con solución salina fisiológica, se obtiene con el mismo suero una aglutinación 
positiva hasta el 1 {1O . .240 (ver cuadro XVII). 
Con suero normal de conejo, en el cuadro XVIII, resumimos los resultados 
• 
,que se obtienen fr,ente a la cepa Cl viva y calentada. .' 
La aglutinación obtenida frente al germen vivo es más gruesa que la 
que se produce con el germen calentado, que presenta el aspecto típico de la 
aglutinación somática. 
Nos encontramos pues con dos reacciones antígeno-anticuerpo cualitativa 
y cuantitativamente diferentes. En el suero inmune anti-C1 existen o potentes 
aglutininas somáticas, que las podemos poner de manifiesto al hacer actuar dich,p 
suero fvente a los gérmenes previamente calentados. 
• 
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Cuadro XVIII 
Diluciones suero 
1/'0 j /~O 1/40 ' /HO 1/180 '/~tO '/640 ' ItV80 '/1&60 1/5no normal 
------ -- ----------
Germen vivo - - -
-
- - - - - -
--
--
--------
--------
_.-
Germen calentado 
+ + '+ + - - - - - -a 1200 durante 2 h. 
Hay, pues, un factor que impide la aglutinación somática, factor que es 
destruí do por el calor, es decir es termolábil, en contraposición al antígeno O,' 
que es termoestable. 
TEOBALDO SMITH (1927) había ya observado en ciertas cepas de colibac.ilos 
el siguiente hecho: De un cultivo se podían obtener colonias opacas, con ouyo~ 
gérmenes se inmunizaban animales, obteniéndose aglutininas como respuesta, 
de bajo título frente a gérmenes procedentes de la misma colonia, petO' que 
sin embargo, eran capaces de aglutinar a altO' título a los gérmenes de colonias 
hijas de las anteriores y que habían perdido la opacidad para pasar a ser tras-
lúcidas. 
Inmunizando conejos con estos gérmenes se obtiene un suero de alto poder 
frente a los gérmenes de estas colonias, pero que no tenía acción sobre los 
procedentes de las colonias madres. 
Inmunización con gérmenes calentados a 1000 durante 2,5 horas. 
Si inmunizamos a dos conejos con gérmenes obtenidos de un ,cultivo en 
agar, calentados durante 2,5 horas a vapor fluente, en el suero de los animales 
así tratados encontramos aglutininas activas frente a los gérmenes calentados, 
pero que no t,ienen ninguna acción sobre el germen vivo. 
Cuadro XIX 
Días 1.0 5.0 9." 13.0 17. 0 21. 0 
----------
Dosis en c. c. 0'5 0'5 1 1 '5 2 4 
Para la inmunización hemos empleado una emulsión microbiana de gér-
menescaIentados de unos 2.000 millones de gérmenes por cc.; ,en el cuadro XIX 
vemos la pauta seguida y las dosis empleadas. En el cuadro XX, podemos ver 
el resultado de la ag:lutinación frente al germen vivo.y al germen calentado. 
Cuadro XX 
Dilucioneb suero l/to 1/40 '/8¿ '/,80 1/120 '/640 '/ !t80 ' /V560 '/5110 '/10140 
-------------
--
----
Germen vivo 
-
- - - - - - - - -
---' -1-------------1-
Germen calentado 
I + + + a 120· durante 2 h. + + + + + + -
19 
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Los conejos son sangrados a los 8 días de la última inyección, empleándose 
la vía endovenosa para la inmunización. 
Antes hemos hablado de un factor que impedía demostrar la existencia de 
potentes aglutininas somáticas ,en eL suero inmune. 
Este f~ctor responsable de la O-inaglutinabilidad es destruído por <el calor, 
pero al mismo tiempo que el antíg.eno O se hace asequible a la acción del 
corresp<mdiente anticuerpo O, el germen pierde la propi,edad de engendrar 
aglutininas frente al germen vivo. Es decir, que por el calor destruímos una 
porción antigénica del germen. 
KAUFFMANN (1943) fué ·el primero en observar estos hechos, y a este antí-
geno ,causante de la O-inag~utinabilidad. lo denominó antígeno L (de lal:·>ile). 
Según este autor, el antlgeno L, -calentado a 100° durante una hora pIerde 
sus propiedades antigénicas! se r·establece la O-aglutinabilidad, perdiendo la 
propiedad de combinarse con su anticuerpo homólogo. . 
Un suero anti-OL, puede obtenerse en estado de pureza por lo que al anti-
cuerpo L se refiere, absorbiendo el suerO' con gérmenes previamente tratados por 
el calor. De esta manera van desapareciendo las 2.g1utininas 0, quedando in-
tactas las L. 
Si queremos obtener un suero puro anti-O de dichas cepas O-L, no tenemos 
más que inmunizar a un conejo con gérmenes que calentamos a lOdO durante 
una hora. De esta manera el antígeno L es destruído, por ser termolábil. 
Factor antigénico A 
KAUFFMANN describe un nuevo factor A, que impide la O-aglutinabilidad 
después de calentar a los gérmenes a lObO durarite una hora. 
Los sueros obtenidos por la inyección de los gérmenes vivos, aglutinan a 
estas cepas hasta títulos de 1/160-1/320; sin embargo, este mismo suero es 
capaz de aglutinar a razas con el mismo antígeno O hasta títulos del l! 10.000. 
Así ,como en el caso de las formas L los gérmenes previamente calentados 
se hacen aglutinables hasta la máxima capacidad del suero, estas formas A son 
difíciles de hacer aglutinables al máximo, incluso calentando frecuentemente 
a lodO. 
VAHLNE trata de hacer a estas cepas aglutinables al máximo; para ello trata 
a los cultivos con ácido clorhídrico, taurocolato sódico, sosa,etc. 
Con el ácido clorhídrico y el taurocolato sódico no obtiene los efectos de-
seados. La sosa no es recomendable, ya que cuando se llega a un pH determi-
nado, demasiado alcalino, el antígeno ·es destruído. 
Manteniendo los gérmenes a 120° en el autoclav,e durante diferentes lapsos 
de tiempo, VAHLNE llega a la conclusión de que es el mejor método para hacer 
O-aglutinabloes a estas cepas, si el calentamiento se prolonga durante dos horas. 
Los sueros anti-A-O no pueden ser absorbidos con gérmenes previamente 
calentados a 100°, aunque este calentamiento sea repetido varias veces. La capa-
cidad aglutinante O no llega a desaparecer completamente, que ,es lo que bus-
camos y, ·en .cambio, no ,es posible obtener un suero puro anti-A, ya que estas 
aglutininas son absorbidas. 
KNIPSCHILDT logra aislar d·e las placas de las cepas A unas colonias de 
aspecto translúcido, >completamente diferent.es· de las colonias madl'es, las cuales 
son opacas y blanquecinas. Los gérmenes prooedentes de estas ·colonias translúci-
das que KNIPSCHÍLDT llama N, son aglutinadas por -el suero obtenido con la 
raza viva procedente de)a colonia opaca hasta el máximo título. Es decir que 
estas colonias han perdido el poder inhibitorio de la aglutinación O. 
Con estos gérmenes N puede absorberse un suero A-O y obtener un suero 
anti-A puro. 
.. 
• 
.' 
.. 
• 
• 
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Est,e autor ha O'bservadO' en las fO'rmas A el tenómenO' del hinchamientO' 
-capsular, cuandO' estas cepas son puestas ,encÜ'ntactO' con -el suerO' anti-A corres-
pondiente. Este fenómenO' nO' lo presentan las formas N derivadas de las ante-
riores, y lO's sueros obtenidos con estas últimas cepas ya nO' tienen capacidad para 
aglutinar al germen vivO' A. _ 
Antígeno B. 
Habría otro antígeno, descrito por KNIPSCHILDT, el cual lO' contienen esca-
sas cepas. 
Este antígenO' se difer,encía de los hasta ahora estudiados en el sentido de 
que calentado a 100° durante una hora se vuelve O-aglutinable, lo que lO' se-
para del A. Sin embargO', la propiedad de combinarse con su anticuerpo co-
rrespondiente no es abolida, propiedad que lo aleja del antígeno L. 
En 1944, KAUFFMANN y VAHLNE comprenden bajo la denO'minación K (de-
rivadO' de KAPSELI) a lO's antígenos L. A. Y B. 
Se considera a_ lO's antígenos L y B termO'lábiles, comO' antígeIlos de cor-
teza, y el A, termoestable, sería el v,erdaderO' capsular. 
En el cuadro XXI se reúnen las diferencias entre estos tres antígenos des-
pués de calentados a 100° una hora. 
Cuadro XXI 
Antígeno L Antígeno A Antígeno B 
No Antigénico Antigénico No Antigénico 
O. Aglutinable O. Inaglutinable O. Aglutinable 
No tiene propiedad 
absorbente 
Propieda'd absor-
bente 
Propiedad absor-
bente 
V ALHNE estudia una cepa Bi 161 ns (not swelling, :no hinchamiento cap-
sular), procedente de una capa Bi 161 que 'presenta, en contacto ,con el suero 
anti-K correspondiente, el fenómeno del hinchamientO' capsular, mientras que 
en la Bi 161 ns no se observa. 
Las dos cepas son O-inaglutinables. El suero anti-Bi 161 aglutina a la Bi 
161 ns y el suero de esta última a la Bi 161, a la que además, produce el hin-
,chamiento capsular. 
Por pruebas de absorción cruzada, llega a la conclusión de que amhas ce-
pas absorben completamente los sueros. Atribuye VAHLNE la falta de hincha-
miento capsular en la capa Bi 161 ns, a una diferencia en el contenido en antí-
geno K, hipótesis que según el autO'r tiene su fundamento, en que para absor-
berel suerO' anti-K se necesita más cantidad de gérmenes Bi 161 ns que Bi 161; 
además, la aglutinación sobre porta de la cepa Bi 161, es más fuerte que con 
la otra. 
IEI suero anti-K aglutina a la cepa Bi 161 ns.hasta la dilución 1/5:12.0, 
mientras que a la Bi 161, sólO' hasta el 1/80'. 
En cuanto a la aglutinabilidad O de estas cepas frente a un suero anti-O 
<calentadas a 100'° durante una hora, la Bi 161 no es aglutinada en absoluto, 
mnentras que la Bi 161 ns es aglutinada al 1/640. Cal,entadas a ud'" durante 
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dos horas, ambas cepas son aglutinadas por el suero anti-O hasta la dilución 
del 1/5.120. 
Es evidente, piensa VAHLNE, que la resistencia al calor de los antígenos, 
capsulares varía según sea su contenido en antígeno K. 
Antígenos somáticos y flagelar 
El antígeno somático O es termoestable, y cO'mo hemos visto, resiste un 
calentamiento a lOdO durante 2,5 horas. 
Gracias a una técnica especial, V AHLNE introduce .el antígeno flagelar para 
la clasificación serológica del coli. 
Este autor hace lo siguiente: Usa un tubo en U (12 mm. pOor 14 cm.) con 
un medio a base de 0,1 % de agar. U na de las ramas ,en U del tubo es sem-
bradacon gérmenes procedentes de un cultivo en agar. LOo coloca a la estufa 
a 370 ; los gérmenes van avanzando a través del mediO', y cuando el cultivo llega 
a la otra rama, se hace una siembra en caldo, de esta parte del cultivo. y es, 
incubado durante 6 horas. Luego se ·examina la movilidad del germen. Si ésta 
es buena, se añade formol al 0,5 %. 
Este antígeno flagelar así obtenido, sirve tanto para las pruebas de inmuni-
zación, como para las prácticas de aglutinación. 
Antígeno Vi 
FÉ~ Y PI.TI (1934) observaron diferencias en la aglutinabilidad de cier-
tas cepas lisas de bacilos de EBERTH, enfrente del suero anti-O couespondiente. 
Estas oepas poseen un nuevo antígeno, además del O, un antígeno somá-
tico, al que dieron el nombre de antígeno de virulencia O' antígeno Vi. 
En 1934, BOIVIN, L. MESROBEANU y B. NESTORESCU, señalan la naturaleza 
glúcido-lípica del antígeno O del bacilo de EBERTH. 
En 1937, TOPLEY, RAISTRICH y colaboradores, obtienen por su método de 
la tripsina de las cepas con los dos antígenos O-Vi, un complejo diferente al 
obtenido con las cepas con antígenos O, sólo. Las primeras precipitaban en 
presencia de las sales de uranilo. 
BOIVIN y L. MESROBEANU llegan a la conclusión de que los complejos glú-
cido-lípidos O y Vi, difieren entreellüs por su riqueza en azúcar y ácidos gra-
sos, permitiendo las sales de uranilo s,eparar al antígeno Vi, al que precipita, 
cuando estos dos antígenos se hallan mezclados. 
Por pruebas de aglutinación, usando un ,suero anti-Vi puro, KAUFFMANN 
demuestra la existencia de antíg,eno Vi en cuatro cepas de para tifus e, idéntico 
serológicamente al antígeno Vi del bacilO' tífico. 
P'LROSKY describe antígeno Vi en ciertas ,cepas de PaSl!eurdla. 
KAUFFMANN describe también antígenOo Vi en una cepa de colibacilos. 
BOIVIN y colaboradores encuentran antígenOo Vi en dos ,cepas de coliba-
cilos. 
Antígeno M. 
Este antígeno no es usado en la actualidad para la clasificación serológica 
del coli. 
LABOR PERSONAL 
Si el suero obtenido inyectando a conejos glúcido-lípido del germen el' 
lo ponemos en frente de gérmenes calentados a 120° durante dos horas, ve-
• 
• 
, 
• 
• 
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mas como el título de aglutinación ha aumentado con relación al título en 
<iue se comprueba aglutinación frente a los gérmenes vivos. Ver cuadro XXII. 
Cuadro XXI! 
Diluciones suero '/to '120 '1 .. '/80 'h .. '1.." '/ ... '1,,.. '1,..0 '/0120 ·1 .... 0 '1, .... 
----
--
--------------
----
Germen c.. vivo + + + + + ~~ - - - - -Germen C, calentado + + + + + + + + + a 1200 durante 2 hor.s 
Vemos, pues, que los resultados son comparables con los obtenidos me-
diante la inoculaóón de gérmenes el vivos. 
Para la obtención de un suero anti-K-O, hemos partido de gérmenes culti-
vados durante 18 horas a 37°, en agar, conteniendo el Ó,l % de glucosa. He-
.mos preparado una ,emulsión bacteriana de unos 2.000 millones de gérmenes 
porc.c. y las inoculaciones, se han hecho ~egún hemos visto anteriormente. 
VAHLNE recomienda añadir el 0,2 % de formol 2 horas antes, a la suspen-
sión bacteriana que nos ha de servir para la primera inoculación. Nosotros 
hemos podido comprobar, como dicho autor, que co.n este pro.ceder los efectos 
.tóxicos, a veces letales, disminuyen, y los animales soportan mejor las inyec-
ciones. 
A las suspensiones sucesivas no les hemos añadido formol, y siempre han 
.sido preparadas con cultivos de 18 horas, momentos antes de la inoculación. 
Por lo que se refiere a la obtención de un suero anti-O, hemos procedido 
.de la siguiente manera: de un cultivo en agar, hacemos una emulsión bacte-
riana, que es calentada a vapor fiu,ente en el autoclave durante dos horas y 
.media. A partir de esta emulsión preparamos otra de una concentración igual 
.a. 2000 millones de gérmenes por ce., que es la que ,empleamos para la inmu-
nización. 
Con lo.s gérmenes calentados a 120° durante dos. horas en el autoclave, no 
.hemos podido obtener, inoculándolos a conejos, aglutininas frente a estos mis-
mos gérmenes. . 
Hemos visto como, con la inoculaóón de gérmenes vivos, obtenemos .aglu-
tininas frente a este germen vivo, aunque a bajo título (1/160), y como calen- . 
tando a 120° durante dos horas a estos gérmenes, se hacen aglutinables con el 
mismo suero. hasta el 1/10.240. Hay algo que inhibe pues, la aglutinación en 
·el germen vivo Y que es destruídopor el calentamiento a 120'" en el autoclave 
durante dos horas y media. 
Usando la técnica de saturación de las aglutininas de CASTELLANI, intenta-
mos absorber las aglutininas somáticas, a fin de obtener un suero puro anti-K, 
que aglutine el germen vivo. 
A partir de un ,cultivo ·en agar hacemos una emulsión espesa, la que ca-
lentamos a 120° durante 2,5 ho.ras; seguidamente lavamos a los gérmenes 3 veces 
·con solución salina. 
El suero ,es diluido al 1/10 Y le vamos añadiendo los gérmenes en forma de 
.emulsión espesa. Esta o.peración se repite varias veces. 
El resultado obtenido. es el siguient,e: no podemos obtener un suero anti-K 
.puro, pues llega un momento en que el suero no no.s aglutina al germen vivo 
.sobre porta, y en cambio, aglutina al germen calentado al 1/200. 
Vemos, pues, que el factor que inhibe la O-aglutinabilidad de nuestra 
• 
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oepa, es destruido a 1200 durante 2,5 horas, pero, en cambio, una propiedad d e 
e te factor no varía : la capacidad de absorber su anticuerpo homólogo. 
Las colon ias de nuestra cepa C, en placas de agar son opacas, presen-
tando un color blanquecino. En e tos casos puede tratarse, o bien de forma 
capsuladas o bien mucosas. Desde ETINGER-TuLCZY SKA, se considera a la cá p-
. ula como .una parte de la bacteria, el moco como una secreción. 
EMMY KHI EBERGER- OBEL ,expone dos procedimientos de tllción, uno pa ra. 
las ,cápsulas y otro para las formas mucosas. Entre otro gérmenes estudia e l 
coli; en todas las cepas que poseen antígeno A, se puede demostrar la presen-
cia de cáp ula. 
Sólo una cepa con antígeno L la presenta también . Las demás cepa L , 
observadas, no presentaban envoltura demostr.able, ni ,capsular, ni mucosa. 
El autor llega a la conclusión de que la cápsula es algo d efinido, que en-
vuelve al g'ermen, mientras que el moco e amorfo. 
No otros, para investigar la posible existencia de cápsula, hemos empleado> 
el procedimiento de tinción d e BURRI, modificado por DOMI NGO. 
Fotografía 1.a (2000 X ) 
H emos hecho el estudio con gérmenes procedentes de un cultivo d e 1 
horas en agar-glucosa, y otro en agar-glrucosa-suero de caballo. En la fotografía 
L a vemos a los gérmenes procedentes del cul tivo con agar glucosa; en la 2.", 
cultivados añadiendo el suero, las cápsulas más desarrolladas se hacen más os--
tensibles. 
Hemos intentado usar el procedimiento introducido por NEUFELO (1902) 
sobre el hinchamiento capsular y observado en las formas A del colibaci lo por 
KNIPSCHILOT, KAUFFMANN y VAHLNE. 
Parece ser que al poner nu'estro suero anti-K en presencia de la cepa C, 
correspondiente, se observa algún cambio, pero no es muy demostrativo. 
Extracto tricloroacélico de los gérmenes calentados a 1000 durante 2,5 horas'. 
El poder antigénico de los gérmenes calentados a 1000 durante 2,5 horas, 
puesto de manifiesto en el suero del animal inoculado, por la presencia de aglu -
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tininas O para los mismos, no es más que una demostración de que el antí-
geno O es termoestable, incluso para esta temperatura y período de tiempo. 
Con estos datos orientamos nuestro trabajo en el sentido de investigar la 
Fotografía 2.- (2000 X ) 
\ ~ tfIIt 
"tI -
~ 
.. 
~ 
\ 
" 
" 
, • , 
posible presencia de substancias antigénicas en la porclOn ácido-soluble de los 
gérmenes así tratados, es decir, calentados a 100° durante 2,5 horas. 
Para ello hacemos lo sigu iente: Sembramos una serie de frascos Roux, con 
medio sólido, y a las 18 horas emulsionamos los gérmenes con una cierta can-
tidad de agua destilada. Lavamos a los mismos un par de veces y finalmente 
hacemos un a ·emulsión microbiana, que contiene aproximadamente unos 200 
miligramo de gérmenes por c. c. . . 
De esta emulsión, con una pipeta de 10 c. c. vamos acando dos partes 
equivalentes, lo más exactas posible, que son repartidas en dos Ehrlemeyers. 
Uno de los frastos es colocado en la nevera y el otro lo ponemos a vapor 
flu ente, en .el autoclave, durante dos horas y media. 
Una vez frío le añadimos un volumen igual de ác ido tricloacético N/ 2, 
lo agitamos enérgicamente durante unos 15 minutos y lo ponemos en la nevera. 
Con el otro frasco que conti·ene la emulsión de gérmenes sin calentar se 
hace exactamente lo mismo. 
Después de una permanencia de cuatro horas en la nevera, con las emul-
siones seguimos la técnica detallada al principio, a fin de obtener el antígeno 
ácido-soluble, el que ~na vez neutralizado es desecado. 
Estudio de la toxicidad 
En el cuadro XXIII vemos eL resultado del estudio de la toxicidad, en el 
ratón, del extracto ácido-soluble de los gérmenes, previamente calentados. 
En el cuadro XXIV, tenemos el resultado obtenido con el extracto de los 
gérmenes sin calentar. 
Vemos pues, que la toxicidad es mayor en eL extracto procedente de los 
gérmenes sin calentar. 
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Cuadro XXIII 
N. o de Ratones Dosis en c. c. Resultados 
-
2 0'2 viven' 
2 0'3 viven 
. 
2 0'4 viven 
2 0'5 
Muere uno a las 
48 horas 
2 0'6 I 
Mueren los dos 
antes de las 48 h. 
Cuadro XXIV 
N.O de ratones Dosis en c. c. Resultados 
2 0'2 Mueren antes de 48 horas' 
2 0'3 Mueren antes de 24 horas 
. 
Poder antigénico 
Se inyectan cuatro conejos, de la misma edad y peso aproximado, a dos de 
ellos, con dosis 'crecientes del extracto de gérmenes calentados, y a los otros 
dos con dosis exactamente iguales a las anteriores, pero del ·extracto de gérme-
nes sin calentar. 
En -el cuadro XXV vemos la pauta .seguida para la inmunización de dos 
conejos con el extracto de lo.s gérmenes calentado.s, y en el XXVI, el co.rrespon-
diente a los conejo.s inyectados con el extracto de los gérmenes sin calentar. 
A los nueve días de la última inyección, losco.nejos son sangrados. Se mez-
clan lo.s suero.s correspo.ndientes a cada extracto (antígeno). 
Po.r pruebas de aglutinación y precipitación, nO p~demos poner de mani-
Cuadro :XXV 
Días 1.0 6.° 11. 0 16.0 21.° 26.° 31.° 
--------
---
Dosis en c. c. 0'1 0'2 0'4 0'8 1'6 3'2 6'4 
• 
• 
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fiesto anticuerpos en el suero de lo.s conejos inyectados con el extracto triclo-
roacético de los gérmenes calentados a 100° durante 2,5 horas. 
Con .el suero de los inyectados con el extracto de los gérmenes sin calen-
tar obtenemos una aglutinación frente al germen vivo, positiva al 1/160, Y al 
1/5120 frente al germen calentado' a 120° durante dos horas. 
Precipita, además, este su,ero a una dilución de 1/2.000.000 del antígeno. 
Poder antígénico de una mezcla de glúcido-lípidos 
G. RAMON Y CRR. ZOELLER dan el nombre de vacunas asociadas a las mez-
das de antígenos diferentes, sea ya .el caso de dos anatoxinas tan distintas como 
la diftérica y la tetánica, o bien estas mezcladas. con T. A. B. 
Con esto ,se consigue un aumento de la eficacia en las inmunidades anti-
tóxicas, simplificando los métodos de inmunización. 
Cuadro XXVI 
Días 1.0 6.° ,11.° 116.0 21.° 26.0 131.0 
I---'-D-o-si-s-e-n--c-. -c.--
I
--O-'I- 0'2 ~I~ ~-;;I-;-
La mezcla de ana toxina tetánica y T.A.B., muestra según estos autores, que 
esta última es muy favorable para la producción de la inmunidad antitetánica 
y no impide en absoluto, por el contrario, el desarrollo de aglutininas tíficas. 
CASTELLANI, en 1905, derriostró que la inoculación simultánea de dos gér-
menes distintos, daba lugar a la formación en el organismo de anicuerpos para 
,cada uno de .ellos y que era igual es.ta respuesta a la obtenida con la inocula-
óón de cada uno de ellos por separado. ' 
Según CASTELLANI, una mezcla de seis gérmenes sería el tope para obte-
ner.el resultado a que antes nos hemos referido, disminuyendo la respuesta en 
anticuerpos cuando se aumenta el número de gérmenes por encima de dicha 
cifra. 
Estos resultados han sido comprobados por diferentes autores. 
En vista die lo anteriormente expuesto, nos decidimos a investigar el po-
der antigénico de una mezcla de glúcido-lípidos de tres cepas de coli, antigé-
nicamente diferentes, comparándolo con el poder antigénico de los glúcido-
lípidos por separado de las mismas cepas. 
Preparamos los antígenos ácido-solubles de las cepas de coli C s, e 9 y C ,O ' 
siguiendo la técnica detallada al principio. 
Una vez obtenidos lo.s antígenos glúcido-lípidos correspondientes a cada 
una de las cepas, pl'eparamos además una mezcla de los tres, en la propor-
:ión de: ' 
3 c. c. de la cepa C. 
6 c. c. de la cepa C. 
3 c. c. de la cepa C ,O 
Estudiamos la toxicidad en el ratón, y en ei cuadro XXVII vemos la dosis 
'nínima mortal de cada antígeno y la de la mezcla de los mismos. 
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Cuadro XXVll 
. 
eepa Dosis mínima mortal 
es 0,2 C.c. 
e u 0,05 c.c. 
-~ 
e lO 0,1 ce. 
.. 
---~--
Mezcla 0,05 C.c. 
e R en y CID 
• 
Inyectamos 8 conejos, dos para cada uno de lo.s glúcidoolípidos de las ce-
pas Cs, C. y C,O y otros dos para la mezcla de los, mismos. Las dosis empleadas. • 
y la pauta seguida podemos verla en el cuadro XXVIII. 
Cuadro XXVlIl 
Días 1.0 6." 11. o 16.0 2].° 126.0 3].° 
1-
Glúcido Lípido es 0'05 0'1 0'2 0'4 O'S 1116 3,2 C.c. 
¡-
Glúcido Lípido e u 0'05 0'1 0'2 0'4 0'8 1,6 3,2 e c. 
--------
----
Glúcido Lípido e lo 0'05 0'1 0'2 0'4 ,O'S 1,6 3,2 C,c. 
----------
--
Glúcido Lípido mez o ¡ 0'05 
cla e~ Cg ClO C.C. 0'1 0'2 0'4 O'S 2 
A los nueve días d.e la última inyección, los conejo.s son sangrados. 
Practicamos aglutinaciones con cada uno de los sueros frente a sus corres-
pondientes gérmenes vivos; en el cuadro XXIX podemos ver los resultados ob-
tenido.s. 
Cuadro XXIX 
Diluciones suero 
'/oo ~l:,--',"j '/" .. '/···1-,,": .-,,":I~· 
Suero antiglúcido , I 
Iípido Ck frente + _+ 1_+ _+ _+ 1_- - - - -germen Cs 
+ 
Suero antiglúcido + I + 1 + I + lípido e. frente 
germen e 9 
1----------------------------
Suero antiglúcido 1 1 
lípido C,O frente + + + + + + + 
germen C
'O 
+ + + 
• 
• 
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A continuación hacemos otras aglutinaciones, esta vez poniendo el suero 
antimezcla de los glúcido-lípidos Cs, C, y C10, frente a cada uno de estos gér-
menes. En el cuadro XXX podemos ver el resultado de las aglutinaciones. 
Diluciones suero 
Germen Cs 
Germen Cn 
Germen C10 
Cuadro XXX 
Suero anti-mezcla glúcido-lípidos 
Cs, C9 y C10 
1/4. 1/80 1/16U 1/120 t /6'0 1/12RO 1/1560 11/5UO 
----------
----
+ + + + - - - -
--------
--;- -+-1--;----+ + + + + 
----------------
+ + + + + + + -
1/10UO 1/20680 
---
----
- -
------
-------
- -
Al comparar los r'esultados obtenidos se ve que la respuesta en aglutininas 
a la inyección de una mezcla de glúcido-lípidos es comparable a la- que se ob-
tiene por la inyección de los glúcido-lípidos correspondientes pOi" separado. 
* * * 
Exponemos en esta memoria nuestras investigaciones llevadas a cabo en 
un período de tiempo de tres años, en que hemos estudiado la capacidad pató-
gena, tóxica y antigénica de la Escherichia Coli. 
Hemos orientado nuestro trabajo hacia la obtención de las distintas frac-
ciones antigénicas, en cepas de diferente origen, asimismo la posibilidad de ob-
tener antígenos inmunizantes de alto valor, que fuesen poderosas armas de pre-
vención y de ataque. Resumimos en las siguientes conclusiones los resultados 
obtenidos. 
CONCLUSIONES 
1.0 Hemos obtenido, de las distintas cepas de coli, :un complejo ácidO-solu-
ble con marcada acción tóxica para el ratón, cavia y ()Qnejo. 
2.° Este complejo es de función antigénica, originandO' anticuerpos espe-
cíficos para cada una de las cepas, demostrables por aglutinación, precipita-
ción y sueroprot,ección en los animales. 
3.° Se trata de una substancia marcadamente específica y que puede ser-
vir para la diferenciación de tipos de colibacilos. 
4.° Se puede desdoblar por calentamiento y acidificación, perdiendO' sus 
componentes la capacidad tóxica y conservando la hapténica uno de ellos. 
5.° Con el hapteno obtenido, no hemos podido conseguir inmunización. 
6.° Desde el punto de vista antigénico, podemos considerar al coH como 
integrado por varios antígenos y haptenos, demostrables por las correspondien-
tes reacciones suerológicas. 
7·° Hemos comprobado que en el antígeno ácido-soluble con que hemos. 
llevado a efecto todas nuestras experiencias, se encuentran todos los antígenos 
que integran el germen y que tienen. interés inmunológico. 
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Fotografía A 
Fo to/-!, rnfí6 8 Oblí'uida a en e l mi c roscopio e lectró ll ico el I Insl-ilul O Da za d e Vald rs o c Opli ca del Co mlcjo Supe r ior 
d e In \ C" s t i t!HCioll cs C ienlífi ca s . g ra c in s ti la ge ntileza de los Docto res anti s lllfi SSCS~' J\ l aña s, n 108 cua lc3 agrad ece mos 
la ay uda IH C8 1~ldu . 
En las fot ogro fía s A y B. vem os ~ rllpo8 d e ba r il os d e nu estra ce pa de co li bac il o I e n los que pod emos di stinguir 
perfecta lll c lIto IU 8 c.ípslIl ns co rre ~ po nJi "' nlcs . 
. En la rO I Oq~8 fía C. ap lHcce un ba cil o col i de hI m is ma Cf'pu . dc:!ptu:g el e Cd lar e ll conta cto CO II el ouero d e conejo 
:l ll ll -CO r reSpOnc:l l c ntc . 
Los aUllI ent os so n d el 'I J75oo y I 30000. r c .~ p (,c li\'ll m CTllc . 
• 
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Fotog rafía B 
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8.° En la cepa C H base de nuestras observaciones, hemos comprobado 
manifiestamente un antígeno capsular, el cual se encuentra también en la 
fracción ácido-soluble del mismo. -
9.° NO' hemos podido obtener un suero anti-K, puro, de nuestra cepa Cl" 
10.° Con lÜ's gérmenes 'calentados a uoo durante dos horas, no se ha lo-
~ado obtener aglutininas en los animales de ,experimentación. 
11.° El antígeno ácido-soluble de los gérmenes previamente calentados du~ 
rante dos horas a 100°, tampoco da lugar a la producción de anticuerpos. 
12.° La respuesta en aglutininas a la inyección de una mezcla de antíge-
nos ácidO' soluble de varias cepas de coli,es comparable a la que se obtiene 
pÜ'r la inyección de estos antígenos por separado . 
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IR I F O S FA T O D E A D E N O S I N A 
Para la regulación fljialógica 
de la circulación con efecto 
simultáneo sobre las corona-
rias y los vasos periféricos. 
Inyección intramuscular 
Cojo d. 6 ampo dlt I <:, t. 
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